UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN
INSTITUTO DE INVESTIGACION E INGENIERIA AMBIENTAL

PATRONES DE INGESTA SANGUINEA DE CULICIDOS (DIPTERA) EN USOS
DEL SUELO URBANOS Y RURALES DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Trabajo de Tesis para optar por el titulo de

Doctor en Ciencias Ambientales

Por: Biologa. Karelly Melgarejo Colmenares

Director de Tesis: Dr. Dario Vezzani

Co-directora: Dra. Maria Victoria Cardo

Lugar de Trabajo: IIIA-UNSAM-CONICET, Instituto de Investigacion e Ingenieria
Ambiental, Escuela de Habitat y Sostenibilidad, San Martin,

Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Febrero 2025



“Un cientifico en su laboratorio

[o en el campo, adiciono]

no es un simple técnico,

también es un nifio que se enfirenta a
fenomenos naturales que lo impresionan
como si fueran cuentos de hadas”

Marie Curie (1867 — 1934)
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RESUMEN

Las ingestas sanguineas de los culicidos tienen un rol fundamental en los ciclos de
transmision de patdogenos, ya que representan la via de transmision de los mismos entre vertebrados.
Comprender los patrones de ingesta de culicidos es esencial para evaluar su potencial como vectores
de enfermedades, especialmente en ambientes urbanos y rurales donde coexisten con humanos,
animales domésticos y fauna silvestre. En la Provincia de Buenos Aires, donde ha sido demostrada
la circulacion de virus y nematodes transmitidos por mosquitos, la informacion sobre los patrones de
alimentacion sanguinea de la mayoria de las especies es limitada. Esta carencia de datos constituyo
la principal motivacion de esta tesis, cuyo objetivo general es caracterizar los patrones de ingesta

sanguinea de mosquitos en usos del suelo urbanos y rurales de la provincia.

Inicialmente, se realiz6 una revision exhaustiva y analisis de la informacion disponible sobre los
patrones de ingesta sanguinea de mosquitos en Sudamérica (Capitulo II). Dicho trabajo inicial
permitio establecer una linea base del conocimiento e identificar las areas vacantes que requieren
atencion. En total, se registraron 172 estudios cientificos que abordaron diferentes enfoques
metodologicos, desde trampas cebadas hasta analisis de la ingesta de sangre de mosquitos colectados
en campo mediante técnicas seroldgicas y moleculares. Las especies mas estudiadas fueron aquellas
incriminadas en la trasmision de la malaria, mientras que, otros vectores relevantes como Aedes
aegypti carecen de estudios en el continente. La gran mayoria de los estudios se realizaron en Brasil,
seguido por Colombia y Peru. Para mas del 70% de las especies y tres de los 13 paises del continente,
no existe ninguna informacion sobre los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos. De las 73
especies de mosquitos evaluadas mediante ambos métodos (trampas cebadas y andlisis de ingesta),
solo 17 mostraron resultados similares. Para las especies restantes, cada método aportd especies de
hospedadores adicionales a la lista general de hospedadores. El andlisis del conjunto de estas
investigaciones indica que los patrones de ingesta sanguinea varian considerablemente entre especies

de mosquitos y seglin el enfoque metodoldgico utilizado.

Posteriormente, se abordo el estudio de los patrones de ingesta considerando dos escalas espaciales
de estudio. En la primera (Capitulo III), se analizaron los patrones de ingesta sanguinea dentro del
ambiente urbano en areas verdes y domésticas del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y
Tandil, localidades de distinto tamafio poblacional. Aunque no se estimo directamente la oferta de
vertebrados, se puede inferir a priori que la misma varia entre areas y localidades. Para el segundo
enfoque (Capitulo 1V), se disefid una propuesta alternativa con el fin de superar las limitaciones
asociadas a la estimacion de la abundancia de vertebrados en estudios de campo, esto es, fijar la

abundancia de un vertebrado sobreabundante de manera constante en el espacio y el tiempo. Para
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ello, se evaluaron los patrones de alimentacion en cinco entornos con sobreabundancia de una especie
de vertebrado (hospitales geriatricos, campos ganaderos, guarderias caninas, granja de conejos y
granjas de pollos). Durante el desarrollo de la tesis se realizaron capturas activas de mosquitos adultos
en reposo mediante aspiradora-mochila a bateria y con aspiradores manuales. La identificacion
taxoénomica de los ejemplares se realizd mediante claves dicotdmicas y descripciones especificas,
excepto para los miembros del complejo Culex pipiens que fue realizada mediante técnicas
moleculares, al igual que la identificacion de las ingestas sanguineas. Para el andlisis de los datos, se

utilizaron métodos multivariados y se construyeron redes de interaccion mosquito-hospedador.

Respecto al primer enfoque, se identificaron un total de 103 ingestas sanguineas de Aedes (2 especies)
y Culex (7 especies). Entre estas, 5 especies de mamiferos y 18 de aves fueron reconocidas como
hospedadores. Los mosquitos del género Aedes se alimentaron exclusivamente de mamiferos,
mientras que los del género Culex mostraron un rango de hospedadores mas amplio, que incluyo6 tanto
aves como mamiferos. En el AMBA, las areas verdes albergaron una mayor diversidad de especies
de mosquitos que las areas domésticas, aunque ambos presentaron un numero similar de especies de
vertebrados identificadas en las ingestas. En contraste, en Tandil, las areas domésticas presentaron
mas especies tanto de mosquitos como de hospedadores, incluyendo mamiferos y aves, en
comparacion con las areas verdes. En estas tltimas, solo se colectaron hembras alimentadas de Ae.
albifasciatus. En las areas verdes del AMBA y en las areas domésticas de Tandil, los resultados

sugieren cierto grado de seleccion de hospedadores.

En el segundo enfoque, se identificaron 242 ingestas sanguineas de Aedes (3 especies), Culex (4),
Isostomyia (1) y Psorophora (1). Se reconocieron como hospedadores 5 especies de mamiferos y 12
de aves. En general, el 79% de las ingestas sanguineas correspondieron a los vertebrados
sobreabundantes, con un rango que oscild del 67% al 99% en todos los entornos excepto en hospitales
geriatricos, donde fue solo del 7%. La proporcion de ingestas sanguineas sobre el vertebrado
sobreabundante fue menor para Cx. quinquefasciatus (0,67; n = 119), Cx. pipiens molestus (0,5; n =
18), y mas alta para Ae. crinifer (1; n = 46), Cx. eduardoi (0,9; n = 10), Isostomyia paranensis (1; n
= 20) y Psorophora ferox (1; n = 21). Los resultados obtenidos sugieren una fuerte influencia de la
abundancia de los vertebrados en los patrones de alimentacién de las especies de mosquitos

estudiadas.

Finalmente, una comparacion de la revision bibliografica de Sudamérica con los aportes originales
desarrollados en esta tesis sefala que el patron de ingesta sanguinea de la mayoria de las especies
estudiadas es consistente con lo observado en otras regiones. Los datos obtenidos en esta tesis

complementan la informacion previa sobre los patrones de alimentacion para algunas especies, o
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incluso representa los primeros datos registrados hasta la fecha mediante herramientas moleculares.
Los resultados de esta investigacion proporcionan informacion novedosa y valiosa sobre la intrincada
dinamica entre mosquitos y hospedadores vertebrados en ambientes urbanos y rurales de la Provincia
de Buenos Aires. Ademas, dado que nuevas enfermedades vectoriales emergen constantemente,
contar con informacion de base sobre los patrones de ingesta sanguinea de las especies de mosquitos
presentes en la region puede resultar de futura utilidad. La investigacion continua en este campo es
necesaria para gestionar eficazmente los riesgos que plantean las enfermedades transmitidas por

mosquitos.

Palabras clave: Culicidae, mosquitos, enfermedades vectoriales, hospedador vertebrado, ingesta de

sangre, patrones de alimentacion de mosquitos, usos del suelo, Argentina, Sudamérica.



ABSTRACT

Culicid blood meals play a crucial role in the transmission cycles of pathogens, serving as the
primary route of transmission among vertebrates. Understanding the feeding patterns of culicids is
essential for assessing their potential as disease vectors, especially in urban and rural environments
where they coexist with humans, domestic animals, and wildlife. In Buenos Aires Province, where
the circulation of mosquito-borne viruses and nematodes has been documented, information on the
blood-feeding patterns of most species remains limited. This data gap is the main motivation for this
thesis, which aims to characterize the blood-feeding patterns of mosquitoes in urban and rural land

uses of the province.

Initially, a comprehensive review and analysis of the available information on the blood-feeding
patterns of mosquitoes in South America was conducted (Chapter II). This initial work established a
baseline of knowledge and identified gaps requiring further attention. A total of 172 scientific studies
were recorded, employing various methodological approaches, ranging from baited traps to the
analyses of blood meals from mosquitoes collected in the field using serological and molecular
techniques. The species most frequently studied were those implicated in malaria transmission, while
other relevant vectors, such as Aedes aegypti are underrepresented in studies across the continent.
The majority of these studies were conducted in Brazil, followed by Colombia and Pert. For over
70% of the species and three out of 13 South American countries, there is no information on the
blood-feeding patterns of mosquitoes. Of the 73 mosquito species assessed by both methods (baited
traps and analyses of blood meals), only 17 yielded similar results. For the remaining species, each
method provided additional host species to the overall host list. The analysis underscores that blood-
feeding patterns vary considerably among mosquito species and depending on the methodological

approach used.

Subsequently, two approaches were designed to characterize the feeding patterns at two spatial scales.
In the first approach (Chapter III), blood-feeding patterns were analyzed within the urban
environment, focusing on green and domestic areas of the Area Metropolitana de Buenos Aires
(AMBA) and Tandil, localities with different population sizes. Although vertebrate availability was
not directly estimated, it can be inferred a priori that it varies among areas and localities. For the
second approach (Chapter IV), an alternative proposal was designed to overcome the limitations
associated with estimating vertebrate abundance in field studies, i.e., fixing the abundance of a
vertebrate consistently across space and time. To achieve this, feeding patterns were evaluated in five
settings with an overabundance of a specific vertebrate species (geriatric hospitals, cattle fields, dog

boarding facilities, rabbit farm and chicken farms). During the development of the thesis, active
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captures of resting adult mosquitoes were conducted using battery-powered handheld aspirators and
manual aspirators. Taxonomic identification of the specimens was performed using dichotomous keys
and specific descriptions, except for members of the Cx. pipiens complex, which were identified using
molecular techniques, as well as the identification blood meals. For data analysis, multivariate

methods were employed, and mosquito-host interaction networks were constructed.

Regarding the first approach, a total of 103 blood meals from Aedes (2 species) and Culex (7 species)
were identified. Among these, 5 mammal and 18 bird species were recognized as hosts. Aedes
mosquitoes exclusively fed on mammals, while Culex mosquitoes exhibited a broader host range
including both birds and mammals. In AMBA, green areas supported more mosquito species than
domestic areas, while both presented similar numbers of vertebrate species identified in the blood
meals. In contrast, in Tandil, domestic areas had more species of both mosquitoes and hosts, including
mammals and birds, compared to green areas. In the latter, only blood-fed Aedes albifasciatus were
collected. For green areas of AMBA and domestic areas of Tandil, results suggested some degree of

host selection.

In the second approach, 242 blood meals from Adedes (3 species), Culex (4), Isostomyia (1) and
Psorophora (1) were identified. Among hosts, 5 mammals and 12 avian species were recognized.
Overall, 79% of the blood meals were taken from the overabundant vertebrate, with proportions
ranging from 67% to 99% in all settings except for geriatric hospitals (7%). The proportion of feeds
taken on the overabundant vertebrate was lowest for Culex quinquefasciatus (0.67; n=119) and Cx.
pipiens molestus (0.5; n = 18), and highest for de. crinifer (1, n = 46), Cx. eduardoi (0.9; n = 10),
Isostomyia paranensis (1; n = 20) and Psorophora ferox (1; n = 21). The results obtained suggest a

strong influence of vertebrate abundance on the feeding patterns of the studied mosquito species.

Finally, a comparison of the literature review of South America and the original contributions of this
thesis indicates that the blood-feeding patterns of most studied species are consistent with the
observed in other regions. The information obtained in this thesis complements existing knowledge
about feeding patterns for some species, or even represents the first recorded data to date using
molecular tools. The results of this research provide novel and valuable insights into the intricate
dynamics between mosquitoes and vertebrate hosts in urban and rural environments of Buenos Aires
Province. Furthermore, as new vector-borne diseases constantly emerge, having baseline information
on the blood-feeding patterns of mosquito species present in the region could prove invaluable in the
future. Ongoing research in this field is essential for effectively managing the risks posed by

mosquito-borne diseases.
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ESQUEMA DE LA TESIS

Guia para leer esta tesis

Sirvase, un café... un mate... un café...

Seis afios después de haber dejado mi hogar en Colombia e iniciar en otro pais las actividades
de campo y laboratorio que dieron forma a mi tesis doctoral, reflexionaba sobre aquellas preguntas
iniciales ;A quiénes pican los mosquitos? ;Todas o la mayoria de las especies se alimentan de lo
mismo? ; Tienen patrones especificos segun la especie? Con el tiempo, las preguntas se multiplicaron
mas rapido que sus respuestas. Formalizarlas e intentar responderlas antes de que surgieran nuevas
fue uno de los mayores retos de esta tesis. El corazon de este trabajo gira en torno al analisis de los
patrones de ingesta sanguinea de culicidos en usos del suelo urbanos y rurales de la Provincia de

Buenos Aires.

La tesis esta organizada en cinco capitulos.

En el Capitulo I se describen las generalidades de los mosquitos y se abordan los conceptos
fundamentales sobre la ingesta sanguinea, destacando su relacion con la transmision de patogenos.
Se presentan a las hembras de los mosquitos, los hospedadores vertebrados y los usos del suelo
urbanos y rurales como elementos clave del estudio. Se plantean los objetivos y las hipotesis que

orientaron la investigacion.

El Capitulo II nacié del impedimento de circular en espacios publicos y acceder al laboratorio
producto de la pandemia de COVID-19. Esta situacion, motivé la realizacién de una exhaustiva
revision bibliogréafica sobre los patrones de alimentacion de mosquitos en Sudamérica. Esta revision
no solo permitio establecer una base solida de conocimiento para avanzar en el desarrollo de la tesis,
sino que también a partir del analisis detallado de la informacion se obtuvieron resultados relevantes

para dar lugar a este capitulo.
En los dos capitulos siguientes se presentan los trabajos realizados en campo, en orden cronologico.

El Capitulo III compara los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos entre dos usos del suelo

urbano, doméstico y areas verdes, en dos localidades de distinto tamafio poblacional. El Capitulo IV
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hace referencia al estudio de patrones de ingesta sanguinea en entornos con sobreabundancia de un
vertebrado. Ambos incluyen una descripcion detallada del area de estudio, los métodos de colecta, el

trabajo de laboratorio y el analisis de datos, asi como de los resultados obtenidos.

Cada uno de los 3 capitulos anteriores tienen una breve discusion especifica y, finalmente, el Capitulo
V integra los resultados obtenidos a lo largo del estudio en las consideraciones finales y las

conclusiones.



PATRONES DE INGESTA SANGUINEA DE
CULICIDOS (DIPTERA) EN
USOS DEL SUELO URBANOS Y RURALES DE LA
PROVINCIA DE BUENOS AIRES

Modificado de Meadows (1968)




CAPITULO1

INTRODUCCION

En este primer capitulo se describen las generalidades de los culicidos, comunmente conocidos como
mosquitos. Se desarrollan los conceptos fundamentales que han orientado la investigacion y que
permitiran al lector comprender las razones por las cuales los mosquitos se alimentan de sangre, sus
patrones de ingesta sanguinea, y qué significa este comportamiento en los ciclos de transmision de
enfermedades vectoriales. Las hembras de mosquitos, los hospedadores vertebrados y el ambiente,
con referencia en los usos del suelo urbano y rural, representan los elementos clave de esta
investigacion.

10



Capitulo I

1.1 LOS CULICIDOS

1.1.1 Generalidades

Los mosquitos son insectos del orden Diptera, suborden Nematdcera y pertenecen a la familia
Culicidae la cual incluye 3.725 especies descriptas, y probablemente mas de 1.000 atin por describir
(Harbach 2024). La familia Culicidae es una de las mas estudiadas entre los insectos debido a su
importancia médica y veterinaria. La mayoria de las especies son hematofagas y muchas de ellas son
vectores de enfermedades que causan alta morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Service 1995).
Sin embargo, los mosquitos también desempefian un eslabon esencial en las redes troficas, son un
componente significativo de la fauna acuatica y algunos son polinizadores de plantas (Rueda 2008,

Barredo & DeGennaro 2020).

Los culicidos tienen distribucion cosmopolita, es decir, se los encuentra en casi todas las regiones del
mundo excepto la Antartida y algunas islas, desde el nivel del mar hasta elevaciones mas alla de los
3.500 ms.n.m. (Eldridge 2005). No obstante, se observa una mayor diversidad de mosquitos en los
tropicos y subtrépicos, donde el clima calido y himedo es favorable para el desarrollo rapido de los
estados inmaduros y las grandes abundancias poblacionales de estos insectos. Ademas, la diversidad
de habitats en estas regiones permitio la evolucion de muchas especies (Clements 1992). Dentro de
la familia se reconocen dos subfamilias (Anophelinae y Culicinae) y 113 géneros. La subfamilia
Anophelinae esta formada por tres géneros y Culicinae por 110 géneros divididos en once tribus
(Harbach 2024). En Argentina, la fauna de mosquitos representa el 7% de la del mundo y casi el 30%
de las 832 especies reportadas en Sudamérica (WRBU 2021). En el pais se han registrado 247
especies de Culicidae (Rossi 2015, Stein et al. 2018, Villarroel et al. 2024). La subfamilia
Anophelinae esta representada por 36 especies agrupadas en dos géneros, Anopheles y Chagasia. La
subfamilia Culicinae engloba 211 especies distribuidas en 19 géneros; i.e., Aedeomyia, Aedes,
Coquillettidia, Culex, Haemagogus, Isostomyia, Limatus, Lutzia, Mansonia, Onirion,
Orthopodomyia, Psorophora, Runchomyia, Sabethes, Shannoniana, Toxorhynchites,
Trichoprosopon, Uranotaenia, y Wyeomyia. En la provincia de Buenos Aires hay 75 especies
distribuidas en 13 de los 21 géneros registrados en nuestro pais, Adedeomyia (1 especie), Aedes (7),
Anopheles (10), Coquillettidia (4), Culex (27), Isostomyia (1), Limatus (1), Mansonia (5), Psorophora
(12), Sabethes (1), Toxorhynchites (1), Uranotaenia (4), Wyeomyia (1) (Rossi 2015). Entre estas
especies se encuentran reconocidos vectores de patdogenos como Aedes aegypti, Aedes albifasciatus

y los miembros del complejo Culex pipiens.
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1.1.2 Ciclo de vida

Los culicidos son holometabolos, es decir, experimentan metamorfosis completa. Su ciclo de
vida se compone de cuatro estados: huevo, larva (4 estadios: L1-L4), pupa y adulto (Figura 1.1). Los
huevos pueden ser colocados en el agua o en un sustrato préximo, las larvas y pupas transcurren en
ambientes acudticos, mientras que el estado adulto se desarrolla en entornos terrestres (Clements

1992).

Adulto

Pupa | | Terrestre ‘ r'4 ‘ ' . Huevos
Ry Actiatico

Larva

Figura 1.1 Ciclo de vida de los culicidos.

En la mayoria de los culicidos, el apareamiento comienza con el macho y la hembra en vuelo, y puede
finalizar mientras la pareja permanece en vuelo o tras asentarse sobre la vegetacion o el suelo. En
general, la copula se completa en cuestion de segundos. Sin embargo, en algunos géneros, como
Sabethes, los machos en vuelo se acercan a las hembras en reposo, iniciando y completando la copula

en esa posicion. En estos mosquitos, la copula es mas prolongada y puede durar minutos (Clements

12
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1999). Las hembras ponen entre 50 y 500 o mas huevos, segtin la especie, el estado fisiologico y las
condiciones ambientales, y pueden depositarlos directamente sobre la superficie del agua (ya sea
como huevos individuales o en forma de balsa), debajo de la superficie del agua adheridos a la
vegetacion o bien en superficies con altas probabilidades de inundarse (Bentley & Day 1989, Silver
2008). Estas estrategias de oviposicion varian segun el género (Figura 1.2). Los huevos depositados
sobre o debajo de la superficie del agua eclosionan rapidamente, mientras que los huevos colocados
en superficies humedas o secas no eclosionan hasta entrar en contacto con el agua, lo cual puede
ocurrir meses o afios después. Luego, el huevo eclosiona y emerge la larva de estadio I. A medida
que avanza en su desarrollo, pasa por cuatro estadios hasta convertirse en pupa. Cada estadio implica
un aumento de tamarfo, ya que morfologicamente son muy parecidos entre si. La pupa, o preimago,
es la ultima etapa de la fase acuatica, su funcion es la transformacion de larva a adulto (Clements
1992). El ciclo completo de huevo a adulto, en condiciones dptimas de temperatura y alimentacion,
ocurre aproximadamente entre una y tres semanas. Sin embargo, en funcion de la especie, algunos
mosquitos tienen la capacidad de permanecer en fase de latencia (quiescencia o diapausa) en algin

estado del ciclo de vida durante varios meses (Clements 1992).

ESTRATEGIAS DE OVIPOSICION

Adhieren los huevos a Depositan los huevos _Depositan huevos .
la vegetacion individualmente en la individuales en o sobre la Depositan balsas
generalmente debajo de superficie del agua, linea de agua en un sustrato Suﬂ;t;gt:sd?;aua
la superficie del agua usualmente sin tocarla ~ queestasujeto a P &
inundaciones intermitentes

Aedeomyia Anopheles Aedes Culex
Mansonia Psorophora Uranotaenia

Figura 1.2 Estrategias de oviposicion segun algunos géneros de culicidos.
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Las larvas de mosquitos obtienen el alimento mediante diversos métodos, incluyendo filtracion,
recoleccion, raspado, trituracion y predacion (Figura 1.3). Salvo estos tltimos, las larvas se alimentan
de materia particulada, que incluye una variedad de microorganismos como bacterias y algas, ademas
de biopeliculas y materia organica, como detritos vegetales en descomposicion y pequenos
macroinvertebrados muertos, presentes en una variedad de habitats acuaticos. Las larvas de mosquitos
predadores son capaces de capturar, engullir y matar insectos relativamente grandes, a menudo del
mismo tamafio que ellas. Por ejemplo, las larvas de Toxorhynchites atacan con mayor frecuencia
mientras permanecen inmoéviles, aguardando a que la presa se acerque para capturarla. En otros casos,
las larvas de algunas especies de Limatus, Wyeomyia y Thichoprosopon parten a sus presas en dos, y
se cree que posteriormente succionan sus fluidos corporales (Clements 1992). La mayoria de las
larvas de culicidos emplean al menos dos métodos de alimentacidon, aunque pueden utilizar uno
predominantemente. Dentro de cada habitat, los recursos alimentarios se encuentran distribuidos en
diferentes sitios. La mayoria de las larvas de mosquitos son omnivoras, lo que les aporta las proteinas,
vitaminas y nucledtidos esenciales para su crecimiento, metabolismo y desarrollo. Por su parte, las

pupas tienen una vida efimera y no se alimentan (Clements 1992).

Figura 1.3 Larva exhibiendo dos métodos de alimentacion a) filtracion y b) recoleccion.

En los mosquitos adultos, la alimentacion difiere entre machos y hembras, y esto sera desarrollado en

la siguiente seccion.
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1.1.3 Alimentacion del estado adulto
Machos y hembras fitofagos

Los mosquitos de ambos sexos beben agua y se alimentan de fluidos azucarados de las
plantas, incluido el néctar floral y extrafloral, jugos de frutos, exudados de tejidos vegetales dafiados
y azlcares de origen vegetal, como la melaza (Clements 1992, Peach et al. 2019). En general, la
preferencia por ciertas especies de plantas varia segin la especie de mosquito, el habitat geografico y
la disponibilidad estacional. Los mosquitos pueden discriminar entre fuentes ricas y pobres de néctar
para elegir plantas que ofrezcan un mayor contenido de glucdgeno, lipidos y proteinas (Nyasembe &
Briegel 2012). La busqueda de néctar implica la integracion de al menos tres sistemas sensoriales, el
olfato, la vista y el gusto; sin embargo, los mecanismos moleculares de cémo se perciben estas
sefales, asi como su contribucion relativa en la deteccion de una fuente de néctar, son poco conocidos

(Barredo & DeGennaro 2020).

Los machos son estrictamente fitofagos, es decir, dependen exclusivamente del néctar o de fuentes
de aztcar alternativas de las plantas, lo que hace que su supervivencia, sus tasas de inseminacion y el
vuelo dependan en gran medida de la disponibilidad de aztcares, y si se les priva de azucar,
tipicamente mueren dentro de los cuatro dias posteriores a la eclosion (Gouagna et al. 2014). Ademas,
al carecer de las reservas de energia necesarias para volar y copular, es poco probable que los machos
alcancen el éxito reproductivo ya que depende del nimero de hembras que puedan inseminar antes
de que se agote el semen (Gary et al. 2009). El estado nutricional de los machos puede tener un efecto
indirecto en la frecuencia de picaduras de las hembras, ya que la dieta influye en el funcionamiento
de las glandulas accesorias masculinas que segregan proteinas que se transfieren a las hembras
durante el apareamiento y tienen un efecto sobre el comportamiento de busqueda de hospedadores y
la oviposicion (Baldini et al. 2013). Por ejemplo, las hembras gravidas normalmente no buscan
hospedadores; sin embargo, las hembras gravidas apareadas con machos privados de azucar pueden
seguir buscando hospedadores. Ademas, las hembras que se aparean con machos alimentados con
azlcar presentan un mayor contenido de lipidos ovaricos, menos reabsorcion de foliculos y una mayor

longevidad (Baldini et al. 2013, Barredo & DeGennaro 2020).

Los azucares de las plantas también sirven como fuente de energia para las hembras de mosquitos
durante los primeros dias después de la emergencia, periodo en el cual los foliculos ovaricos primarios
de la hembra se desarrollan hasta alcanzar la etapa de reposo pre-vitelogénica y se genera la capacidad
de encontrar hospedadores (Clements 1999, Lourenco de Oliveira 2015). Aunque la alimentacion con

néctar no estd directamente asociada a la transmision de patdgenos, puede afectar la ingesta de sangre
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(ver mas abajo). Por ejemplo, las hembras de Anopheles gambiae y Ae. aegypti que son privadas de
azlcar pueden compensar esta deficiencia al ingerir mas cantidad de sangre con mayor frecuencia, lo
que les permite alcanzar su fitness y completar la maduracion de los huevos. Cuando las hembras
ingieren néctar, destinan reservas de carbohidratos y lipidos para actividades que demandan energia,
como el vuelo. En ausencia de néctar, las hembras necesitan destinar lipidos derivados de la sangre
para satisfacer los requisitos energéticos para el comportamiento de vuelo ademas de utilizar otros
nutrientes para completar su ciclo reproductivo (Nyasembe & Briegel 2012). Aunque las hembras
son menos susceptibles a la mortalidad rapida por privacion de azucar, su tasa de supervivencia y
fecundidad pueden verse comprometidas por la reduccion de las reservas energéticas. Aun no esta
claro si esto se traduce en mayores tasas de transmision de patogenos (Foster 1995, Quintero-Gil et

al. 2010, Cassone et al. 2024).

A diferencia de los habitats naturales, en los ambientes urbanos tanto los machos como las hembras
de mosquitos pueden acceder a fuentes adicionales de azucar (Barredo & DeGennaro 2020). Por
ejemplo, Dieng et al. (2017) compararon diferentes tipos de desechos alimenticios dulces como
fuentes potenciales de azlcar, evaluando su efecto en la produccion de huevos y la supervivencia de
machos y hembras de Ae. aegypti. Los resultados indicaron que los productos de panaderia y los

postres, incrementan tanto la tasa de supervivencia como la produccion de huevos.

La evolucion de la hematofagia

Se cree que la hematofagia surgio entre los artrépodos de los periodos Jurasico y Cretacico
(hace 14565 millones de afios). Hasta ahora, la discusion sobre la evolucidon del comportamiento de
ingerir sangre es especulativa, basada en gran medida en observaciones de la diversidad de formas y
estilos de vida de los insectos actuales y, en algunos casos, en los detalles de sus relaciones con los
vertebrados (Balashov 1984, Ribeiro 1995). Existen tres hipotesis principales sobre la probable
trayectoria evolutiva. La primera sugiere que los insectos fitofagos accidentalmente “mordieron” a
los vertebrados y luego desarrollaron una fisiologia digestiva que les permitio la absorcién metabolica

y el uso de nutrientes ricos en proteinas (Mattingley 1965, Takken & Verhulst 2013).

La segunda hipotesis supone una larga asociacion entre vertebrados e insectos sin especializaciones
que los adaptaran inmediatamente al estilo de vida hematofago. Mas bien, los insectos se sentian
atraidos al nido o madriguera del hospedador vertebrado por diferentes razones que podian haber sido
favorables para su supervivencia (e.g. refugio, alimento, apareamiento). Los insectos atraidos por el

nido también habrian encontrado caidas cantidades considerables de piel, pelo y plumas. La ingestion
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regular y accidental de esta cubierta corporal desprendida probablemente llevo a los insectos a utilizar
eficientemente este material mediante adaptaciones conductuales, fisiologicas y morfologicas
(Lehane 2005, Lymo & Ferguson 2009). Durante este proceso, el insecto pasé a depender de sefiales
especificas del hospedador que le permiten identificarlo con precision en un entorno heterogéneo. Por

lo tanto, la preferencia por el hospedador se considera un rasgo adaptativo (Lyimo & Ferguson 2009).

Finalmente, la tercera hipotesis sugiere que la alimentacion sanguinea se desarrollo en algunos linajes
ancestrales de insectos que estaban morfologicamente preadaptados para perforar superficies, como
en el caso de los insectos entomofagos (por ejemplo, Diptera: Rhagionidae). Esos insectos
depredadores han sido atraidos por nidos, madrigueras, la acumulacion de insectos alrededor de
vertebrados y la presencia de vertebrados en areas humedas (sitios de cria de muchos dipteros), por
lo que pueden haber estado en contacto repetido y posiblemente prolongado con anfibios, reptiles o
mamiferos. Los insectos entomo6fagos tendrian adaptaciones fisiologicas y morfoldgicas, como
enzimas digestivas eficientes y piezas bucales penetrantes, que facilitarian la transicion a la

hematofagia (Beklemishev 1957, Waage 1979, Lehane 2005).

En cualquier caso, el inicio de la hematofagia se considera un evento casual o accidental que, a través
de una asociacion estrecha y continua con hospedadores vertebrados, condujo a la hematofagia
completa. Asi, la ingesta de sangre representa un desafio evolutivo que requiri6 meticulosas
adaptaciones especificas para diversos grupos de hospedadores, permitiendo la transmision efectiva
de patogenos entre hospedadores vertebrados. Aunque la interaccion “mosquito-hospedador” es la
razon principal detras del intenso estudio de los mosquitos, el origen de la alimentacion sanguinea y
la evolucion de los patrones de uso de hospedadores por mosquitos u otros dipteros vectores de

patégenos sigue siendo poco conocido (Reeves et al. 2018a).

JPor qué alimentarse de sangre?

La hematofagia es caracteristica de las hembras de mosquitos de la mayoria de los géneros.
La relevancia de la ingesta de sangre obtenida de los hospedadores radica en que proporciona una
fuente crucial de proteinas, lipidos, micronutrientes y aminodcidos necesarios para satisfacer los
requisitos minimos de nutrientes para la produccion y maduracion de los huevos (Clements 1992).
Cabe resaltar que, estos nutrientes no pueden obtenerse adecuadamente de fuentes de alimentos ricos
en carbohidratos como el néctar (Pitts 2014). Las especies cuyas hembras requieren sangre para el
desarrollo de los huevos se denominan ‘“anautégenas” (Figura 1.4a). En contraste, las especies

capaces de producir una o mas puestas de huevos sin sangre se denominan “autégenas”’. La autogenia
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puede ser facultativa u obligatoria y es posible cuando las hembras emergen con suficientes nutrientes
para desarrollar completamente los huevos. En la autogenia facultativa, las hembras pueden producir
huevos sin alimentarse de sangre en su primera oviposicion; sin embargo, para las puestas siguientes,
deben ingerir sangre (Figura 1.4b). Esto ocurre en Aedes taeniorhynchus y Culex pipiens molestus 'y
en algunas especies de los géneros Anopheles, Uranotaenia y Coquilletidia (O'meara & Evans 1977,
Reeves et al. 2018a). En la autogenia obligatoria, las hembras se alimentan exclusivamente de
azucares derivados de plantas. Por ejemplo, las especies de los géneros Toxorhynchites y Malaya
tienen los estiletes del aparato bucal atrofiados, lo que les impide ingerir sangre (Figura 1.4c) (Service

1993, Reeves et al. 2018a).

Figura 1.4 Estrategias reproductivas de las hembras de culicidos a) anautogenia = hematofagia, b)
autogenia facultativa y ¢) autogenia obligatoria.

Si bien la ingesta sanguinea se utiliza principalmente para desarrollar los huevos, la sangre puede
complementar la nutriciéon de la hembra, utilizarse o excretarse de forma incompleta, o consumirse
para mantener los huevos desarrollados (Briegel 1985, Mitchell & Briegel 1989). Durante el ciclo
gonotrofico, periodo que transcurre desde la biisqueda de hospedador para ingerir sangre hasta la
oviposicion, las hembras de los mosquitos ingieren y digieren sangre, recuperan nutrientes y excretan
productos de desecho para producir huevos viables (Clements 1992). En cada picadura, una hembra
ingiere aproximadamente 30 plL de sangre, de los cuales alrededor del 10% del carbono del
aminoacido proteico va a los huevos (=4% en forma de proteinas y 6% como lipidos), el 20% se
retiene en la hembra (10% proteinas, 8% lipidos, 2% azlcares), y la mayoria se oxida y se excreta
como desecho (Scaraffia 2016). De acuerdo a los periodos de actividad hematofagica, las hembras
pueden ser diurnas (e.g. Aedes y Psorophora) o bien crepusculares y nocturnas (Culex y Anopheles)

(Forattini 2002, Stein et al. 2013). En algunas especies del subgénero Ochlerotatus de Aedes, si bien
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existe actividad durante las horas del dia, la mayor intensidad se produce durante las horas del

crepusculo (Visintin 2012).

Las hembras de mosquito se alimentan de todos los linajes de vertebrados, es decir, mamiferos, aves,
reptiles, anfibios y peces (Tempelis 1975, Tamashiro et al. 2011, Takken & Verhulst 2013, Miyake
et al. 2019). Hallazgos recientes indican que algunas especies de mosquitos también se alimentan de
invertebrados, como es el caso de Uranotaenia sapphirina que se alimenta de anélidos (Reeves et al.

2018a).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA Y VETERINARIA
1.2.1 Mosquitos vectores de patégenos.

Los mosquitos fueron los primeros artropodos cientificamente incriminados en la transmision
de patogenos vertebrados a fines del siglo XIX (Woodbridge & Walker 2002). La primera evidencia
solida de que un parasito en humano experimentaba un desarrollo obligatorio en un insecto se obtuvo
en China en 1877 (reportado en 1878) por el escocés Patrick Manson. Este médico, descubrio que los
estadios larvales del nematodo Wuchereria bancrofti se desarrollaban en el cuerpo del mosquito
Culex quinquefasciatus y adquirian el pardsito a través de la alimentacion de humanos infectados
(Clements 1999). Mas tarde, entre 1897 y 1898, en la India, Ronald Ross realizo estudios sobre la
transmision de la malaria o paludismo y la malaria aviar. Durante sus investigaciones, registro el ciclo
de vida del organismo causal de la malaria aviar y establecid el ciclo "ave-mosquito-ave” en la
transmision de la enfermedad (Clements 1999). En 1881, el cubano Carlos Finlay propuso a Ae.
aegypti como vector en la transmision del patogeno de la fiebre amarilla. No obstante, los esfuerzos
por demostrar la transmision del virus a través de la picadura de mosquitos infectados fracasaron
debido a que no se proporciono el tiempo suficiente para que el agente infeccioso se replicara en los
mosquitos. En 1900, una comision liderada por Walter Reed en Cuba, logré por primera vez la
transmision del patdgeno de la fiebre amarilla de una persona infectada a otra no infectada (Clements
1992, Lehane 2005). Estos fueron los trabajos pioneros, a partir de los cuales se profundizo el estudio

de los mosquitos y su relacion con la transmision de patogenos.

La importancia sanitaria de los mosquitos sobrepasa la de cualquier otro grupo de insectos por la
prevalencia de las enfermedades cuyos agentes etioldgicos transmiten a las personas y los animales.
Del total de especies conocidas, un porcentaje bajo corresponde a vectores, es decir, tienen un rol

como transmisores de patogenos en forma potencial o efectiva, o son sospechosos de dicha
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transmision. Los vectores pueden infectarse a través de distintos mecanismos. El mas frecuente es al
ingerir sangre de un hospedador infectado (transmision horizontal). Luego, por via materna cuando
el patogeno es transmitido a los huevos, ya sea por la infeccion de las células del tejido ovarico o por
la contaminacion de los huevos durante la oviposicion (transmision vertical), y finalmente mediante
la copula (transmision venérea). Esta tiltima via de transmision ha sido escasamente estudiada, aunque
se ha documento para los virus La Crosse en Aedes triseriatus (Thompson & Beaty 1977, Higgs &
Beaty 2005) y Zika en Ae. aegypti (Pereira-Silva et al. 2017). Las bajas tasas de transmision vertical
de patogenos y la alta mortalidad de mosquitos inmaduros, sugieren que las hembras se infectan
principalmente al ingerir sangre de un hospedador infectado. Comunmente, los patdgenos provocan
nulos o escasos efectos negativos en los vectores, mientras que la infeccion en los hospedadores

vertebrados puede resultar en alta morbilidad o mortalidad (Higgs & Beaty 2005).

Los patogenos que los mosquitos pueden transmitir se circunscriben en tres grupos: virus (e.g. fiebre
amarilla, dengue, Nilo Occidental, encefalitis de Saint Louis), protozoos (e.g. Plasmodium) y
nematodos (e.g. Wuchereria) (Service 1993). Se estima que sus picaduras transmiten agentes
patogenos a millones de personas cada ano, lo que provoca mas de 700.000 muertes en todo el mundo
(OMS 2024a). La emergencia, dispersion y mantenimiento de estos patégenos depende de la
convergencia en espacio y tiempo del hospedador, el vector y el patdgeno, y la interaccion entre los
dos primeros es esencial para la adquisicion del patdogeno por parte del vector y su posterior
transmision a otro hospedador (Molaei et al. 2008). Esto ocurre durante la ingesta de sangre, en la
que la hembra de mosquito puede adquirir un patéogeno junto con la sangre infectada de un
hospedador. Una vez en el intestino del mosquito, los virus y protozoos infectan el epitelio intestinal,
replicdndose en las células epiteliales. Luego, deben superar una serie de barreras fisicas y fisioldgicas
en el mosquito, y dirigirse por medio de la hemolinfa a las glandulas salivales, donde se replican y
acumulan. De este modo, el mosquito se vuelve capaz de transmitir el patdgeno a un hospedador
susceptible durante una picadura posterior mientras inyecta anticoagulantes y anestésicos (Nouzova

etal. 2019).

En términos generales, la picadura y la ingesta de sangre son dos procesos distintos que ocurren
secuencialmente durante el contacto mosquito-hospedador (Figura 1.5a; Walker & Edman 1985).
Durante el proceso de picadura, un mosquito utiliza su fasciculo para penetrar la piel del hospedador
mientras busca vasos sanguineos. Mientras pica, libera saliva que contiene anticoagulantes y
anestésicos (Ribeiro 1987). El proceso de alimentacion sanguinea sigue una vez que se encuentra un
vaso sanguineo y la sangre es succionada a través del estilete del mosquito (Friend & Smith 1977).

Dado que ingerir sangre no es lo mismo que picar, la tasa de alimentacion sanguinea del mosquito
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(cantidad de ingesta de sangre por mosquito por unidad de tiempo) puede diferir de su tasa de
picaduras (cantidad de picaduras, con o sin ingesta de sangre, por mosquito por unidad de tiempo).
Es pertinente diferenciar entre la picadura y la ingesta de sangre, ya que durante el contacto
(mosquito-hospedador) son posibles dos direcciones de transmision de patdgenos. En la primera
direccion, cuando un mosquito infectado pica a un hospedador susceptible, puede transmitirle el
patégeno presente en su saliva (Figura 1.5b; Chamberlain & Sudia 1961). La ingesta de sangre, un
proceso que ocurre después de liberar la saliva, no es necesaria para que se produzca una transmision
exitosa del patdogeno en esta situacion. En la segunda direccion, un mosquito se infecta después de
ingerir sangre de un hospedador infectado (Figura 1.5¢). La sangre que contiene el patdgeno debe ser
transportada al intestino medio del mosquito antes de que el patdgeno pueda replicarse. El tiempo
comprendido entre la infeccion del vector y la transmision del patéogeno se denomina periodo de
incubacion extrinseco. Es importante resaltar que no todas las especies de mosquitos pueden
transmitir bioldgicamente un patégeno; como se menciond anteriormente, debido a la presencia de
barreras fisicas y biologicas en el vector, no todas las particulas infecciosas que ingresan en el
mosquito alcanzan las glandulas salivales, por eso se requiere de un nimero minimo de particulas
infecciosas para que la infeccion sea efectiva (Contigiani et al. 2016). La capacidad del mosquito para
replicar y transmitir un patégeno se conoce como competencia vectorial y estd genéticamente
determinada. Por otro lado, cuando se consideran aspectos biologicos, fisiologicos y
comportamentales que influyen en la dindmica poblacional del vector nos referimos a la capacidad

vectorial (Higgs & Beatty 2005, Contigiani et al. 2016).

a) No infeccion b) Mosquito infectado ¢) Hospedador infectado

1. Liberacién de saliva 1. Agente etiologico es 2. Liberacién de saliva
liberado con saliva

% O K

2. Ingesta de sangre 1. Ingesta de sangre 2. Agente etiologico es
ingerido con sangre

Figura 1.5 Durante el contacto mosquito-hospedador se producen dos procesos de forma secuencial:
(a) 1. La picadura y la liberacion de saliva y 2. la ingesta de sangre. Los dos procesos representan dos
direcciones separadas y distintas de transmision de patdogenos. (b) Cuando el mosquito es infeccioso,
el patdgeno se transfiere al hospedador (e.g. humano) a través de su saliva. (c) Cuando el hospedador
es infeccioso, el patogeno se transfiere al mosquito a través de la ingesta de sangre. Adaptado de
Thongsripong et al. (2021).
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A continuacion, se presentan esquematicamente dos ciclos de transmision de los virus del dengue
(DEN) y Nilo Occidental (NO), resaltando las interacciones entre vectores, hospedadores y
patogenos. El virus del DEN se transmite a través de los mosquitos Ae. aegypti y Aedes albopictus,
siendo el ser humano el hospedador amplificador, siguiendo un ciclo humano-mosquito-humano
(Figura 1.6). En contraste, otros ciclos de transmision se replican en un gran nimero de hospedadores
como el virus del NO que infecta a mas de 400 especies documentadas, incluidos humanos, aves,
caballos, anfibios y reptiles (Root 2013, Saiz et al. 2021). El virus del NO se mantiene en la naturaleza
a través de la transmision entre aves y mosquitos del género Culex, quienes constituyen el ciclo de
transmision enzodtico. Sin embargo, algunas especies de mosquitos modifican sus patrones de
alimentacion, permitiendo el cambio de hospedador (mosquito-ave-mosquito y mosquito-
mamifero/humano-mosquito) y aumentando la posibilidad de establecer ciclos epizodticos
(enfermedad en equinos) o epidémicos (enfermedad en humanos) (Kilpatrick et al. 2006a). Los
mosquitos que son capaces de cambiar de hospedador se conocen como vectores puente, ya que

pueden transmitir un patégeno determinado entre diferentes taxones (Figura 1.7).

[ ]
‘n‘ Susceptible
‘m Infectado

j% Susceptible
_ *1«. Infectado

Figura 1.6 Ciclo de transmision del virus del dengue. 1) Mosquito susceptible/no infectado, 2)
Mosquito susceptible ingiere sangre de una persona infectada por el virus del dengue, 3) mosquito se
infecta, 4) mosquito infectado pica a una persona susceptible y las infecta con el virus del dengue a
través de su saliva, 5) persona infectada con el virus del dengue.
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Independientemente del patdogeno, los mosquitos pueden infectar a mas de una especie de hospedador
vertebrado, pero solo algunas de ellas desarrollan cargas patdogenas suficientemente altas como para
infectar a los vectores que se alimentan de ellas; a estos vertebrados se les denomina hospedadores
amplificadores (Kuno & Chang 2005). Las demas especies infectadas, denominadas hospedadores
accidentales o terminales, son irrelevantes en términos de propagacion de la enfermedad, pero pueden
ser de gran preocupacion si se trata de seres humanos, animales domésticos o fauna silvestre protegida

(Figura 1.7).

Ciclo enzoético Ciclo epizoético / ciclo epidémico

Hospedador amplificador

Mosquito Hospedador
vector puente terminal/accidental

. Susceptible
B Infectado

Figura 1.7 Ciclo de transmision del virus del Nilo Occidental. El ciclo enzodtico o primario del virus
involucra a mosquitos del género Culex y aves. El humano y caballo actian como hospedadores
terminales y/o accidentales, formando parte de los ciclos epidémicos y epizodticos, respectivamente.
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En cuanto a los nematodos, varios géneros de mosquitos transmiten filarias, ingeridas junto con la
sangre y que se desarrollan desde microfilarias (larva de primer estadio, L.1) hasta la forma madura
infectiva (L3) en diferentes partes del cuerpo del insecto dependiendo de la especie y luego migran a
las piezas bucales del vector. La infeccion ocurre cuando el mosquito realiza una nueva ingesta de
sangre y las L3 se depositan en la piel y penetran activamente en el hospedador a través de la herida

de la picadura del mosquito (Figura 1.8) (Anderson 2000, CDC 2019).

ETAPAS EN EL MOSQUITO ETAPAS EN EL HOSPEDADOR

Mosquito infectado ingiere sangre
L3 migran hacia la o [Larva (L3) penetran la piel del

cabeza y proboscide hospedador]
del mosquito o

/-\@ Etapa infectiva
X T &
- + Adultos en los
° — - vasos linfaticos
Larva infecciosa ) ) ['I ) O~
L) AR _ al/ Rk

[==———-"N ﬂ Etapa diagnostica
o o ° Los adultos producen
| ! microfilarias que
5 migran hacia los
C"J vasos linfaticos y
\_/ S sanguineos

Las microfilarias pierden sus Mosquito susceptible
vainas, penetran en el ingiere sangre [junto con
intestino medio del mosquito microfilarias]
y migran hacia los misculos
toracicos.

Figura 1.8 Ciclo de transmision de la filariasis linfatica (Wuchereria bancrofti). Adaptado de CDC
(2019).

Independientemente de las enfermedades que transmiten, algunas especies como Ae. albifasciatus
revisten importancia debido a sus explosiones demograficas que pueden producir desde pérdidas
econdmicas derivadas de la disminucion en la produccion de leche debido al estrés que generan en el

ganado (Rafia et al. 1971, Luduefia Almeida & Gorla 1995) hasta malestar de las personas en las
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actividades recreativas (Gallego et al. 2024). Ademas, la saliva inyectada en los humanos puede
provocar desde leves manifestaciones en la piel hasta reacciones sistémicas significativas en personas

susceptibles (Docena et al. 1999).

1.3 PATRONES DE INGESTA SANGUINEA DE LOS MOSQUITOS

En los estudios de ingesta sanguinea existen dos conceptos fundamentales de diferenciar, el
patréon de alimentacion y la preferencia de hospedador. A lo largo del documento, se hace referencia
a las expresiones patron de alimentacion y patron de ingesta sanguinea de manera indistinta. El patron
de alimentacion de una poblacion de mosquitos hace referencia a la distribucion de las ingestas de
sangre adquiridas de diferentes hospedadores en un tiempo y lugar especifico. Este patron puede estar
influenciado por una gran variedad de factores intrinsecos y extrinsecos de la especie de mosquito,
como se detallara mas adelante en esta seccion. Por su parte, la preferencia de hospedador se refiere
especificamente a la tendencia a alimentarse de un hospedador particular (o grupo de hospedadores)
en una proporcion mayor a su abundancia en el ambiente. Esta es una caracteristica exclusivamente
intrinseca, determinada genéticamente (Fikrig & Harrington 2021). Aunque la alimentacion con
plantas también es un aspecto importante de la biologia de los mosquitos, para los fines de esta

investigacion, el término "hospedador" se restringe a los vertebrados.

Las hembras de mosquitos utilizan una variedad de sentidos para identificar con precision a los
hospedadores en un entorno heterogéneo, entre los cuales se considera que el olfato es mas importante
que la vision y el gusto (Takken & Verhulst 2013). Las sustancias de los hospedadores a las que los
mosquitos responden positivamente se conocen como kairomonas, es decir, compuestos quimicos
que provocan una respuesta conductual o fisioldgica que es favorable de manera adaptativa para el
receptor, pero no para el emisor. Algunos de estos compuestos son volatiles y sirven como sefiales de
hospedador; por ejemplo, la respiracion y el aliento, las secreciones epidérmicas y sus productos de
descomposicion bacteriana, el flato y los contaminantes urinarios y fecales de la superficie corporal

(Clements 1999).

Algunas especies de mosquitos son generalistas y muestran un patrén de alimentacion oportunista,
mientras que otras son especialistas y se alimentan preferentemente de hospedadores especificos. En
este sentido, se han llevado a cabo numerosas investigaciones para intentar predecir como deben
seleccionar los organismos sus recursos de alimentacion con el fin de maximizar su aptitud. Si la
frecuencia de encuentros con especies de hospedadores favorables es alta y se obtiene un beneficio

de energia neta cuando sélo se consume un subconjunto limitado, se predice la especializacion del
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hospedador (Lyimo & Ferguson 2009). En entornos donde la probabilidad de encontrar hospedadores
es baja, esperar a un hospedador optimo implica el riesgo de morir antes de alimentarse de un
hospedador suboptimo. En este caso, diferencias moderadas en las ganancias energéticas favorecen
el generalismo (Egas et al. 2004, Lyimo & Ferguson 2009). Evidentemente, las especies de mosquitos
con poca preferencia por los hospedadores se veran menos afectadas por la distribucion de un
hospedador especifico en comparacidén con aquellas especies que tienen un rango de hospedadores

mas limitado (Burkett-Cadena et al. 2014).

La variabilidad en los patrones de alimentacion sanguinea se ha observado entre especies, entre
poblaciones de la misma especie e incluso dentro de una poblacion. Estas diferencias son causadas
por factores intrinsecos y extrinsecos y pueden variar espacial y temporalmente. Los primeros
incluyen tendencias innatas o genéticas (los individuos tienen mas probabilidades de alimentarse del
mismo hospedador que las generaciones anteriores), cuestiones relacionadas con el vuelo, el estado
nutricional del mosquito (los individuos con deficiencias nutricionales son mas propensos a
alimentarse de hospedadores no preferidos) y las caracteristicas conductuales (e.g. tendencia a
alimentarse en interiores/exteriores, hora y frecuencia de alimentacion) (Ulloa et al. 2004, Lyimo &
Ferguson 2009, Takken & Verhulst 2013). Los factores extrinsecos son aquellos que dependen de los
hospedadores (disponibilidad, abundancia, comportamientos defensivos, compuestos quimicos
liberados), asi como de variables climaticas y caracteristicas del habitat (Clements 1999, Takken &

Verhulst 2013, Stephenson et al. 2019).

Se ha observado plasticidad en la preferencia de hospedadores en muchas especies de mosquitos, por
ejemplo, cuando las especies de hospedadores preferidas no estan disponibles y el umbral de respuesta
para la seleccion de hospedadores se ha reducido debido a reservas energéticas bajas, o cuando las
condiciones climaticas adversas restringen la movilidad de los mosquitos, impidiéndoles desplazarse
en busca de alimento (Takken & Verhulst 2013). Se ha reportado que algunas especies de Culex se
alimentan preferentemente de aves durante la primavera y el verano, pero cuando la abundancia de
aves disminuye, cambian a otros hospedadores, incluidos los humanos (Kilpatrick et al. 2006a,
Simpson et al. 2012). Esto sugiere que, aunque las preferencias inherentes pueden prevalecer a nivel
local, algunas especies estan adaptadas para obtener sangre en diversas circunstancias, donde parece
seleccionarse la especie de hospedador mas abundante. La disponibilidad de hospedadores puede
afectar los patrones de alimentacion de los mosquitos de forma extrema, determinando incluso en si
estos se alimentan o no de sangre. La produccion autdogena de huevos se ha asociado con especies
que habitan en entornos en los que la disponibilidad de hospedadores esta severamente limitada

(Corbet 1967, Lyimo & Ferguson 2009). Especificamente, la influencia de la disponibilidad y
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abundancia de hospedadores en los patrones de ingesta sanguinea de los mosquitos serd abordada en

el Capitulo IV.

Los patrones de ingesta sanguinea tienen un gran impacto en la adquisicion y transmision de
patogenos. Una especie generalista tiene menos probabilidades de transmitir patégenos a un solo
hospedador en comparacion con una especie especialista, ya que la probabilidad de que se alimente
dos veces de la misma especie de hospedador es baja. Por otro lado, los mosquitos generalistas son
mas propensos a actuar como vectores puente para infecciones zoonoticas, al transmitir un patogeno
de un hospedador reservorio a otros hospedadores susceptibles (Fikrig & Harrington 2021). Dado que
los hospedadores difieren considerablemente en su capacidad para infectarse y transmitir patdgenos
a los vectores, un entorno con una mayor diversidad de hospedadores puede promover un efecto de
dilucion. Esto significa que los hospedadores poco competentes reducen la probabilidad de infeccion
de los hospedadores altamente competentes, lo que resulta en un menor riesgo para cualquier especie
que sea afectada por el patogeno (Schmidt & Ostfeld 2001). Ademas de influir en la capacidad de
dispersion del patogeno, el tipo de hospedador seleccionado también puede condicionar la produccion

de huevos y, por lo tanto, afectar la abundancia del vector (Takken & Verhulst 2013).

Aunque ser picado por un mosquito es una experiencia familiar para muchos, los factores que influyen
en cuando, donde y por qué los mosquitos se alimentan de sangre resultan de una compleja interaccion
entre factores intrinsecos y extrinsecos, resaltando la variabilidad entre las distintas especies,

poblaciones e incluso experiencias a lo largo de la vida de un mosquito (Tung & Fonseca 2024).

1.4 ENFOQUES PARA ESTUDIAR LOS PATRONES DE INGESTA SANGUINEA

Los estudios sobre los patrones de alimentacion se realizan habitualmente identificando la
ingesta de sangre de especimenes colectados mediante diferentes técnicas en el campo o registrando
la preferencia de los mosquitos en situaciones de seleccion de hospedadores. Por tanto, los resultados
de un determinado estudio y las conclusiones derivadas del mismo dependen principalmente del

método utilizado para colectar los mosquitos y de la técnica de analisis de la ingesta sanguinea.

1.4.1 Métodos de colecta de mosquitos

Existe una amplia variedad de métodos para colectar mosquitos hematofagos, los cuales han
sido revisados por Silver (2008). Estos métodos se pueden clasificar en dos grandes grupos, aquellos

enfocados al estudio de mosquitos activos (con o sin el uso de atrayentes) y aquellos dirigidos a
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colectar mosquitos en reposo. Los métodos de colecta con atrayentes incluyen trampas con luz,
CO,, trampas de atraccion visual y sonidos, asi como capturas con cebo animal o humano. Estas
estrategias estan orientadas principalmente a la colecta de hembras en busqueda activa de
hospedadores. Los métodos sin atrayentes estan dirigidos a la poblacion activa general de mosquitos,
incluidas hembras que no estan en busqueda de hospedador. Estos métodos incluyen redes
estacionarias, trampas Malaise, trampas adhesivas y trampas montadas en vehiculos, entre otros. Los
dispositivos para colectar especimenes en reposo incluyen aspiradores orales o a bateria (e.g.
mochila), redes manuales y cajas de reposo. Los diferentes tipos de trampas y dispositivos pueden
combinarse segin el objetivo especifico del estudio, e.g. colectas con cebo humano utilizando
aspiradores orales con la adicion de CO, como atrayente se utilizan para caracterizar especies

antropofilicas.

Métodos con atrayentes

Los métodos con atrayentes colectan principalmente hembras no alimentadas que buscan una
ingesta de sangre y la eleccion del cebo o atrayente determinara el grupo de mosquitos colectados,
e.g. especies mamofilicas u ornitofilicas. Aunque estas técnicas impiden la colecta de hembras
alimentadas para la identificacion de la sangre, son valiosas en experimentos controlados de seleccion
de hospedadores. En particular, las colectas con cebo humano se han utilizado durante muchos afios
y siguen siendo el método mas util para colectar especies antropofagicas. Las variaciones de la simple
colecta directa con cebo han incluido el encierro de humanos (u otros animales) en redes, jaulas o
trampas. Las colectas con cebo humano son faciles de realizar y no requieren equipos complicados o
costosos, pero consumen tiempo y personal, estdn sujetas a la variabilidad entre operadores y
ubicaciones, y son poco practicas en muchos entornos urbanos (Silver 2008). También pueden
presentar problemas éticos si la region de estudio esta bajo propagacion de patégenos transmitidos
por mosquitos (Achee et al. 2015), lo que puede resolverse con trampas donde el cebo humano se

encuentra protegido, como la de doble red con cebo humano adaptada por Tangena et al. (2015).

Otros dispositivos atrayentes, como las trampas de luz CDC, las trampas de oviposicion de mosquitos
(TOM) y las trampas centinela BG, son mas eficaces para colectar grandes cantidades de mosquitos,
pero estan sesgados hacia la colecta de individuos de ciertas especies en diferentes etapas de
desarrollo (e.g. las TOM se utilizan principalmente para colectar huevos y hembras de Ae. albopictus
y Ae. aegypti) y estados fisiologicos (Silver 2008, Li et al. 2016). Ademas, el alto costo y la
dependencia del personal para la instalacion y recuperacién impiden su uso en colectas a gran escala,

particularmente en entornos con escasos recursos (Vazquez-Prokopec et al. 2009).
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Métodos sin atrayentes

Las colectas obtenidas con trampas sin atrayentes son menos sesgadas y deberian ser
representativas de todas las especies presentes. Sin embargo, s6lo muestrean la proporcion de la
poblacién que esta activa, que comprende hembras no alimentadas (aunque puede que no todas estén
buscando activamente un hospedador) y machos activos. Una desventaja de estas trampas es que el
numero de especimenes colectados suele ser reducido, a menos que las poblaciones sean abundantes,
ya que solo atrapan mosquitos en su area inmediata. Aunque se realizan esfuerzos para minimizar el
sesgo de muestreo, la sola presencia fisica de la trampa puede provocar respuestas visuales en los

mosquitos, atrayéndolos o repeliéndolos (Silver 2008).

Métodos para colectar mosquitos en reposo

Los mosquitos adultos, que pasan la mayor parte de su tiempo en reposo o descansando, no
son adecuadamente muestreados con trampas con o sin atrayentes. Las colectas de mosquitos en
reposo incluyen hembras alimentadas y pueden ser particularmente utiles para identificar ingestas de
sangre en el campo. Aunque la busqueda de mosquitos descansando al aire libre (e.g. entre la
vegetacion, en arboles huecos, madrigueras de animales) puede consumir mucho tiempo y ser poco
gratificante, se han obtenido cantidades considerables de mosquitos mediante aspiracion, redes de
barrido o el uso de refugios artificiales para descanso (Chandler et al. 1976a, Chandler et al. 1976b,
Nasci & Edman 1984, Komar et al. 1995). En el caso de las colectas en interiores, los aspiradores a
bateria, como el aspirador de mochila CDC, se consideran el método més eficaz para colectar ciertas
especies de mosquitos domésticos (Edman et al. 1992, Clark et al. 1994). Vazquez-Prokopec et al.
(2009) disefiaron un aspirador de mosquitos con la misma capacidad de aspiracion que el aspirador

de mochila CDC, pero es mas pequeiio, ligero y econdmico.

En resumen, las trampas con cebo animal pueden ser ttiles para determinar qué especies de
mosquitos se alimentan de ciertos animales y para estudiar las preferencias entre un conjunto de
hospedadores ofrecidos en un entorno artificial o de semicampo. Para obtener hembras con ingesta
sanguinea en el campo, las técnicas enfocadas en la coleccion de la poblacion de mosquitos en reposo
son las mas adecuadas. Este enfoque, aunque depende del tiempo y el espacio, puede ayudar a
comprender el riesgo de picaduras y, a medida que se acumulen evidencias, si proporciona resultados
solidos sobre los patrones de alimentacion del hospedador, puede sugerir preferencias de hospedador

(Fikrig & Harrington 2021). En el Capitulo II, se abordara la comparacion de los resultados obtenidos
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mediante distintas técnicas para una misma especie de mosquito, utilizando la informacion disponible

en Sudamérica.

1.4.2 Indices para estudiar preferencia

Ademas de los enfoques experimentales como las trampas cebadas con distintos vertebrados,
la preferencia alimentaria puede evaluarse en condiciones naturales si se considera la disponibilidad
de vertebrados en el ambiente. Esto puede lograrse mediante varios métodos: observacion, conteo,
captura/trampeo de animales, camaras trampa, entrevistas en hogares y datos publicados o no
publicados previamente sobre el area de estudio. Esta informacion luego se combina con las
identificaciones de ingestas de sangre en el calculo de métricas de alimentacion, las cuales indican

sobre o subutilizacion de un determinado hospedador, sugiriendo preferencia o evitacion.

En primer lugar, el indice de sangre humana (HBI, por sus siglas en inglés) se define como la
proporcion de mosquitos que se han alimentado de humanos sobre el nimero total de mosquitos
alimentados (Silver 2008). Aunque este indice no considera la disponibilidad del hospedador, es
ampliamente utilizado debido a su relevancia epidemiologica, ya que cuantifica el grado de contacto
humano-vector y sirve para estimar el riesgo de transmision de enfermedades que afectan al ser
humano. Este indice refleja la eleccion del vertebrado, la cual no necesariamente es congruente con

la preferencia del hospedador (Zimmerman et al. 2006).

Otras métricas que si tienen en cuenta la abundancia relativa de las especies de vertebrados son la
proporcion de alimentacion (FR, por Forage Ratio en inglés) y el indice de alimentacion (FI, por
Feeding Index en inglés). La primera compara la tendencia relativa a alimentarse de sangre de todos
los hospedadores de la poblacion, dividiendo la proporcion de todas las ingestas de sangre tomadas
de un animal determinado por la proporcion que esa especie representa en la poblacion total de
vertebrados (Hess et al. 1968). Por su parte, el FI se define como la frecuencia de mosquitos que se
alimentaron de un hospedador con respecto a otro hospedador, dividida por la frecuencia esperada de
mosquitos que se alimentaron de estos dos hospedadores seglin la presencia de los hospedadores
considerados (Kay et al. 1979). Si bien dichas métricas proporcionan informacion adicional mas alla
de una lista de especies hospedadoras y permiten el acercamiento al concepto de preferencia
alimentaria han sido criticadas por las limitaciones metodoldgicas asociadas a su calculo, desde los
desafios de censar vertebrados y por equiparar la abundancia del vertebrado con su disponibilidad.
Ademas, estas métricas no permiten distinguir la preferencia innata por un hospedador de una

variedad de factores externos e internos tales como la accesibilidad de los hospedadores, experiencias
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previas de alimentacion y el estado fisiologico de los mosquitos, los cuales demuestran un cierto
grado de plasticidad de los mosquitos para adaptarse a distintas condiciones (Lyimo & Ferguson

2009, Takken & Verhulst 2013).

1.4.3 Técnicas de identificacion de ingesta

La ingesta de sangre puede determinarse mediante una amplia gama de herramientas que han
evolucionado con el tiempo, desde la prueba de precipitina hasta los recientes avances en técnicas
moleculares. En general, el analisis de la ingesta de sangre es mas eficaz en mosquitos colectados
entre las 24 a 72 horas posteriores a la alimentacion, periodo que varia seglin la sensibilidad de la
técnica analitica (Gomes et al. 2001, Kent & Norris 2005). La cantidad de sangre ingerida y el grado
de digestion también afectan al éxito de la identificacion del hospedador (Martinez-de la Puente et al.
2013). La escala Sella clasifica el grado de digestion en siete etapas (I: abdomen vacio; II:
completamente alimentada con sangre roja intensa; III: parcialmente alimentada con sangre oscura;
IV: practicamente a la mitad lleno y a la mitad vacio con sangre oscura; V: menos de la mitad con
sangre negra; VI: solo la parte anterior y ventral con sangre negra; VII: abdomen lleno, con huevos o
sin sangre visible; Figura 1.9) permitiendo estimar tanto la cantidad de sangre en el estdmago como
el desarrollo ovarico en las hembras a lo largo del tiempo. Estas caracteristicas son claramente visibles
a través del fino tegumento abdominal, lo que facilita la observacion detallada de estos procesos.
Actualmente, estas etapas establecidas originalmente por Sella (1920) para mosquitos Anopheles,
también se utilizan para otros géneros de mosquitos de importancia médica y veterinaria, asi como

para flebotomos y otros dipteros (Detinova et al. 1962).

Figura 1.9 Hembras de 4e. aegypti en diferentes grados de digestion, segun la escala Sella. Adaptado
de Santos et al. (2019).
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Técnicas serologicas

Estas técnicas fueron disefiadas inicialmente con fines forenses y académicos. El trabajo
pionero de Nuttall (1904) marc6 un hito en la identificacion de la ingesta sanguinea de diferentes
taxones animales. Sin embargo, pasaron casi 20 afios antes de que la prueba de precipitina fuera
adaptada para analizar la ingesta de sangre de mosquitos. En 1921, Roubaud (1921) postuld la
existencia de dos razas fisiologicas de An. maculipennis con diferentes patrones de alimentacion, una
exclusivamente antropofilica y la otra zoofilica, con preferencia mas o menos definida por los
animales (sic), y destacé la importancia epidemioldgica de la “desviacion animal” en la desaparicion
espontanea de la malaria. Esta teoria suscitd un debate considerable, y un método de prueba de
precipitina para analizar el contenido estomacal de los mosquitos fue utilizado de manera
independiente en 1922 por Grassi (citado por Missiroli & Hackett (1929)) y por King & Bull (1923),
y posteriormente, de manera mas amplia, por Darling (1925) y Boyd (1930). Durante la década de
1930, el método de prueba de precipitina fue ganando popularidad y tres décadas mas tarde, siguiendo
una iniciativa de la Organizacion Mundial de la Salud, se realizaron 124.000 pruebas en ingestas de
sangre de 92 especies de Anopheles, utilizando en gran medida antisueros dirigidos contra humanos
y animales domésticos (Bruce-Chwatt et al. 1966). También se han producido antisueros para el
analisis de ingestas de sangre de un amplio rango de animales silvestres, especialmente aves, ya que
se sabia que muchas de ellas portaban arbovirus transmitidos por mosquitos (Edman 1971, Tempelis

1975).

La técnica de prueba de precipitina se utilizd principalmente hasta el desarrollo del ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), en el que las reacciones
antigeno-anticuerpo se monitorean enzimaticamente. Esta técnica se utilizo por primera vez para la
identificacion de ingestas sanguineas en la década de 1980 (Washino & Tempelis 1983, Clements
1999) y fue mejorada con la prueba ELISA sandwich de anticuerpos por Wirtz et al. (1985). Casi
simultaneamente, Boreham & Lenahan (1976) desarrollaron dos técnicas para medir la incidencia de
multiples alimentaciones por parte de los mosquitos. La primera técnica detecta las sustancias del
grupo sanguineo ABO para identificar diferentes hospedadores humanos en las ingestas de sangre de
los mosquitos, lo cual es relevante en enfermedades como la malaria (Chung et al. 2005, Muiioz-
Vahos et al. 2012). Este sistema se puede utilizar hasta 24 - 30 horas después de la alimentacion y
esta limitado por las reacciones cruzadas que se desarrollan entre las sustancias del grupo sanguineo
durante la digestion. La segunda técnica se enfoca en las haptoglobinas, proteinas séricas que pueden
detectarse para determinar el tipo de sangre en ingestas individuales hasta 16 - 20 horas después de

la alimentacion (Boreham & Lenahan 1976, Washino & Tempelis 1983).
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A pesar de las importantes contribuciones realizadas en el estudio de los patrones de alimentacion de
los mosquitos durante mas de un siglo a partir de técnicas seroldgicas, €stas presentan varias
desventajas. Por ejemplo, tanto la prueba de precipitina como el ELISA consisten en identificar
hospedadores al exponer la sangre extraida de los ejemplares alimentados a inmunoglobulina G (IgG)
conjugada contra especies hospedadoras potenciales. Por ende, estas técnicas requieren la seleccion
a priori de los vertebrados que se analizaran y excluyen a otros posibles hospedadores potenciales, ya
que estan limitadas por la disponibilidad de antisueros para algunas especies objetivo. Por otra parte,
con frecuencia no es posible identificar la fuente de ingesta a nivel de especie debido a que algunos
anticuerpos carecen de especificidad. Esto puede dar como resultado la union entre las proteinas
séricas de especies no objetivo (reactividad cruzada) y un alto porcentaje de falsos positivos

(Clements 1999).

Herramientas moleculares

Desde la proliferacion de herramientas moleculares, se comenzo a desarrollar un grupo de
técnicas que permiten una mayor especificidad en la identificacion del hospedador. Estos métodos
consisten en la amplificacion de secuencias de diferentes genes utilizando cebadores especificos o
universales. Entre las técnicas utilizadas se incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
secuenciacion de ADN, el uso de cebadores especificos, el polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion por PCR (PCR-RFLP, por sus siglas en inglés), el polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP, por sus siglas en ingles), la PCR en tiempo real, el
analisis de heteroduplex, la hibridacién reversa en linea (RLB, por sus siglas en inglés), el perfil de
ADN (Kent 2009) y la espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con
tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS, por sus siglas en inglés) (Cebrian-Camison et al. 2020).
Principalmente, la combinacién de amplificacion de segmentos conservados por PCR y su posterior
secuenciacion, junto una creciente riqueza de secuencias de ADN disponibles publicamente, han
logrado una identificacion exitosa de las ingestas sanguineas a nivel de especies de hospedadores

(Kent 2009, Cebrian-Camison et al. 2020).

Coulson et al. (1990) fueron los primeros en realizar un andlisis de ADN del hospedador utilizando
segmentos repetitivos en genes nucleares, con el objetivo de identificar hospedadores humanos en las
ingestas de sangre de mosquitos. Debido a que los eritrocitos y trombocitos son células anucleadas,
la cantidad de ADN en sangre humana aislada de una hembra completamente alimentada de An.
gambiae (alrededor de 10 ng) fue insuficiente para la elaboracion de perfiles de ADN con sondas de

locus especificos o de multiples loci. Para superar este problema, se utiliz6 la PCR para amplificar

33



Capitulo I

ciertas secuencias dentro del ADN humano contenido en la ingesta de sangre. El estudio de secuencias
ADN microsatélites tiene la ventaja de ser facilmente amplificado incluso a partir de ingestas de
sangre parcialmente degradadas debido a su pequefia longitud (Mukabana et al. 2002), y se ha
aplicado para la genotipificacion unica de hospedadores individuales. Los tamafios de los alelos en
multiples loci se caracterizan para generar un perfil unico para cada individuo, y estos perfiles se
comparan con los obtenidos a partir de las ingestas de sangre para determinar la heterogeneidad en
los patrones de alimentacion sanguinea. Esta técnica se ha aplicado principalmente en el estudio de
mosquitos antropofagicos, pero también en especimenes que se alimentan de pinzones y cerdos

(Darbro et al. 2007, Keven et al. 2019).

El método molecular mas directo para la identificacion de la ingesta de sangre de los mosquitos es la
secuenciacion del ADN. Sin embargo, sus costos pueden dificultar el procesamiento de grandes
cantidades de muestras. Este enfoque es ideal cuando se estudian artrépodos zoofilicos con el
potencial de alimentarse de diversas especies de animales domésticos y silvestres, o cuando se
desconoce el rango de hospedadores de la especie en estudio. Se emplean cebadores conservados para
amplificar fragmentos de ADN homologos de diversas fuentes de sangre potenciales, y la secuencia
obtenida se compara con cualquiera de las disponibles en bases de datos de acceso abierto. En
particular, la gran cantidad de secuencias disponibles en la base de datos de fragmentos de ADN
secuenciados por usuarios de todo el mundo (Barcode of Life Data System o el GenBank) permite la
comparacion de la secuencia desconocida con miles de hospedadores potenciales. Si la fuente exacta
de la ingesta de sangre no esta disponible en la base de datos, es posible que se pueda asignar al filo,

orden, familia o género correcto a partir de la lista de coincidencias principales.

Otros métodos evitan la secuenciacion al amplificar regiones conservadas para taxones particulares
basandose en cebadores especificos en una PCR multiplex (e.g. Kent & Norris 2005, de Carvalho et
al. 2014, Field et al. 2020), o combinando PCR con endonucleasas de restriccion que escinden el
ADN en secuencias especificas (e.g. Oshaghi et al. 2006). En ambos casos, los segmentos de
diferentes tamafios se resuclven visualmente mediante electroforesis en gel. Los métodos menos
comunes incluyen T-RFLP y el analisis de heteroduplex (e.g. Meece et al. 2005; ver Kent 2009 para
una descripcion completa). Mas recientemente, los métodos basados en MALDI-TOF MS se han
adaptado de la identificacion de especies de artropodos al analisis de ingesta de sangre (e.g. Lee et al.
2015, Main et al. 2016). Esta es una técnica proteémica basada en el perfil de las proteinas de la
ingesta de sangre y en la identificacion del hospedador mediante la comparacion del espectro de
masas de una muestra desconocida y una base de datos de referencia. Esta técnica ya se ha utilizado

con ¢éxito para la identificacion de hospedadores de Ae. albopictus en condiciones de laboratorio,
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tanto para ingestas de sangre individuales como mixtas. Sin embargo, atiin hay escasa evidencia de su
efectividad para identificar ingestas de sangre de mosquitos colectados en campo, dada la gran
diversidad de vertebrados presentes en ambientes silvestres (Tandina et al. 2020). Finalmente, la
secuenciacion de nueva generacion permite la secuenciacion de millones de fragmentos de ADN, a
partir de miles de plantillas de ADN en paralelo. Esta tecnologia se ha aplicado recientemente a la
identificacion de la ingesta de sangre de mosquitos con resultados muy prometedores (e.g. Logue et

al. 2016, Reeves et al. 2018Db).

Marcadores diagnosticos para la identificacion de la ingesta de sangre

Existen diferentes genes que pueden ser utilizados como marcadores diagnosticos para la
identificacion molecular de la ingesta sanguinea, tales como genes de ARN ribosomal (ARNr), genes
nucleares, secuencias repetitivas de ADN, incluyendo micro y minisatélites, y genes mitocondriales,
siendo estos ultimos los mas utilizados (Kent 2009, Cebrian-Camison et al. 2020). Las mitocondrias
son organulos heredados de la madre que contienen genomas independientes y estan presentes en
grandes cantidades (cientos o miles por célula). Debido a que el genoma mitocondrial evoluciona de
cinco a diez veces mas rapido que el genoma nuclear, puede emplearse para resolver grupos
taxondmicos mas amplios, como ordenes y familias, y también para distinguir subpoblaciones dentro
de un taxon especifico. Los genes mitocondriales, especialmente el citocromo b (cytb) y el gen
citocromo c oxidasa [ (COI) son ampliamente utilizados para la identificacion de la ingesta sanguinea
de mosquitos, y se han empleado con éxito con el potencial de identificar ingestas de sangre mixtas
(Meece et al. 2005, Molaei et al. 2007, 2008, Silver 2008, Kent 2009). Entre sus ventajas, el alto
nimero de copias y la alta variabilidad que presentan incluso entre especies estrechamente
relacionadas, hacen que sea una opcion robusta para analizar el ADN de vertebrados en pequefias

ingestas de sangre de artropodos.

En eucariotas el ARNr es una familia multigénica organizada en unidades repetidas o en tindem
dentro de una region organizadora nuclear. Cada unidad repetida contiene los genes ARNr 18S, 5.8S
y 28S que son regiones conservadas y poco variables, intercaladas por dos regiones mas variables de
espaciadores no codificantes, llamados espaciadores transcritos internos ITS-1 e ITS-2. Ademas, la
mitocondria codifica dos ARNr en su propio genoma: 12S y 16S. Al igual que los genes
mitocondriales, el elevado nimero de copias de los genes del ARNr promete una amplificacion
robusta a partir de una cantidad minima de material inicial. Sin embargo, ciertas regiones del ARNr

se mantienen altamente conservadas, permaneciendo sin cambios en organismos muy alejados
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evolutivamente, lo que hace que los genes mitocondriales sean potencialmente mas utiles (Kent

2009).

Los genes nucleares también se han utilizado para identificar la ingesta de sangre de vectores, aunque
presentan limitaciones como la baja variabilidad de las secuencias en especies estrechamente
relacionadas y que un niimero reducido de vertebrados ha sido caracterizado para estos genes.
Ademas, al trabajar con un volumen tan pequefio de material inicial, la amplificacion del ADN
objetivo puede ser mas desafiante, especialmente en el caso de las células sanguineas de los
mamiferos que son anucleadas, lo que limita el uso de estos genes (Kent 2009). Las secuencias
repetitivas de ADN son regiones altamente polimorficas de ADN e incluyen microsatélites y
minisatélites (Ellegren 2000). A lo largo de la secuencia de ADN es posible encontrar secuencias en
las que se repiten de 2 a 9 pb, denominados microsatélites, o repeticiones de 10 a 60 pb llamados
minisatélites. Estas regiones de ADN repetidas en bloque o en tindem se distribuyen en regiones
codificantes y no codificantes, y estan sujetas a procesos como duplicacioén o recombinacion, por lo
que pueden ser altamente variables y diferir mucho entre individuos, lo que las convierte en
marcadores genéticos muy informativos. Han sido utilizados en campos diversos como la genética de
conservacion, estudios genéticos poblacionales en insectos, pruebas de paternidad, huellas dactilares

de ADN con fines forenses y patrones de alimentacion de artropodos (Ellegren 2000, Kent 2009).

En general, los diferentes enfoques para la identificacion de hospedadores vertebrados de mosquitos
presentan ventajas y desventajas que deben evaluarse en funcion de la accesibilidad a equipos de
laboratorio especializados, tiempo, conservacion de las muestras, precision en la identificacion de

especies de hospedadores y costos econdomicos de los analisis.

1.5 LOS MOSQUITOS Y EL AMBIENTE

Las ciudades son uno de los ecosistemas mas profundamente alterados del planeta (Collins
et al. 2000), caracterizadas por un intrincado mosaico de usos del suelo con diferentes niveles de
complejidad estructural y disposicion espacial heterogénea (Andersson 2006). Aproximadamente el
55% de la poblacion mundial reside en urbanizaciones, y se estima que para el afio 2050 esta cifra
alcanzara casi el 70% (ONU 2020, Banco Mundial 2023). Argentina se encuentra entre los paises
mas urbanizados del mundo, con el 92% de su poblacion residiendo en asentamientos urbanos
(INDEC 2022, Banco Mundial 2023), superando el promedio regional del 83% (CEPAL 2017). Estos
ambientes albergan una amplia diversidad de especies silvestres y domésticas, incluyendo portadores

de enfermedades como aves y mamiferos, y vectores como los mosquitos. Los mosquitos juegan un
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rol importante en estos ambientes debido a que ciertas especies estan especificamente adaptadas a

habitats alterados por el ser humano (Hopken et al. 2021).

Los usos del suelo, tanto urbanos como rurales, se caracterizan por una combinacion tnica de recursos
que favorecen la supervivencia y reproduccion de los mosquitos. Estos recursos incluyen una alta
densidad de contenedores, cobertura vegetal que proporciona fuentes de néctar y refugio, diferentes
tipos y cantidades de cuerpos de agua, hospedadores de quién alimentarse o ingerir sangre, y un nivel
particular de conectividad entre parches de héabitat 6ptimos. La asociacion entre las caracteristicas del
ambiente y la distribucion y abundancia de los mosquitos han sido ampliamente reconocidas (e.g.
Trawinski & Mackay 2010, Rubio et al. 2011, Chuang et al. 2012, Cardo et al. 2018). Factores como
la urbanizacion, la densidad poblacional, el tipo de cobertura vegetal, las caracteristicas de las redes
hidrologicas, y la localizacion de los criaderos potenciales, de los sitios de refugio y de las fuentes de
alimento también han sido relacionadas con la distribucion de algunas especies de mosquitos, en
general de relevancia médica y/o veterinaria (e.g. Bidlingmayer 1985, Wekesa et al. 1996, Overgaard
et al. 2003, Rubio et al. 2013). En este sentido, las ciudades y sus alrededores, con sus variados usos
del suelo, proporcionan un excelente entorno para realizar estudios de ingesta sanguinea de
mosquitos, dado que son mosaicos con altos niveles de complejidad estructural y disposicion espacial
heterogénea como consecuencia de la degradacion, la fragmentacion y el reemplazo de habitats

naturales (Andersson 2006).

En general, la modificacion de los ambientes naturales incrementa el riesgo de contacto entre
mosquitos y humanos y, en consecuencia, la propagacion de enfermedades transmitidas por vectores
(Pereira et al. 2001). La preocupacion por los patdégenos emergentes y el rol que cumplen los
mosquitos en su introducciéon en ambientes antropicos es una de las razones por las que se han
realizado diversos estudios sobre los patrones de ingesta sanguinea de los mosquitos en ambientes
modificados por el hombre (e.g. de Carvalho et al. 2014, Sivan et al. 2015, Cardo & Vezzani 2023,
Blom et al. 2024). Sin embargo, en la Provincia de Buenos Aires, la informacion sobre los patrones
de alimentacion sanguinea de la mayoria de las especies de culicidos sigue siendo limitada, a pesar
de los avances recientes. Esta carencia de informacién constituye la principal motivacion de esta tesis.
En un sentido mas amplio, el escenario global y local de emergencia y reemergencia de patogenos
transmitidos por mosquitos, resalta la necesidad de intensificar los estudios sobre la interaccion entre
los culicidos, sus hospedadores y el ambiente antropico, especialmente en regiones donde la
informacion es escasa o nula. En el Capitulo II1I, se abordara la comparacion de los patrones de ingesta
sanguinea de mosquitos entre distintos usos del suelo urbano en localidades de distinta densidad

poblacional.
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1.6 OBJETIVOS E HIPOTESIS

El presente trabajo consta de un objetivo general. Luego, se presentan 3 objetivos especificos junto

con las hipdtesis asociadas y se hace referencia al capitulo en el cual sera abordado cada objetivo.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos en usos del suelo urbanos y rurales.

Objetivo Especifico 1 (Capitulo II).

Establecer una linea de base del estado de conocimiento de los patrones de ingesta sanguinea de

mosquitos en Sudamérica.

Hipotesis asociadas:

la. Los patrones de ingesta sanguinea varian entre especies de mosquitos.
1b. El patron de ingesta sanguinea observado para una misma especie de mosquito varia
segun la metodologia de estudio utilizada.

Ic. Se desconocen los patrones de ingesta sanguinea de la mayoria de las especies de

mosquitos en Argentina, asi como en el resto del continente.

Objetivo Especifico 2 (Capitulo III).

Comparar los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos entre areas verdes y domésticas del

ambiente urbano en localidades de distinto tamafio poblacional.

Hipotesis asociadas:

2a. Las interacciones mosquito-hospedador varian entre usos del suelo de la misma localidad.

2b. Las interacciones mosquito-hospedador varian entre distintas localidades para un mismo

uso del suelo urbano.
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1.6 OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo especifico 3 (Capitulo 1V).

Evaluar los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos comparando usos del suelo con una especie

de vertebrado sobreabundante.

Hipdtesis asociada:

En presencia de un vertebrado sobreabundante, las especies de mosquitos se alimentan

principalmente de este.
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CAPITULO 11

ESTADO DE CONOCIMIENTO DE LOS
PATRONES DE INGESTA SANGUINEA DE
MOSQUITOS EN SUDAMERICA

En este capitulo, se analiza el estado de conocimiento respecto a los patrones de ingesta sanguinea
de culicidos en Sudamérica y se identifican las areas vacantes para delinear futuros intereses de
investigacion
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Sudamérica es un continente formado por 13 paises; Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,
Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Guyana, Paraguay, Pert, Surinam, Uruguay y Venezuela.
Con una superficie de aproximadamente 17.815.000 km?, alberga una poblacion de 436 millones de
habitantes, que representa el 5,2% de la poblacion global. Brasil, es el pais mas extenso y poblado del
continente, ocupando casi la mitad de la superficie. En cuanto a la distribucion de la poblacion,
alrededor del 87% vive en areas urbanas, mientras que el 13% reside en zonas rurales. En paises como
Argentina, Brasil, Colombia, Chile, Guayana Francesa, Uruguay y Venezuela, la poblacion rural
representa menos del 20%, en contraste con Bolivia, Ecuador, Paraguay, Peri y Surinam, donde las
cifras oscilan entre el 20% y 40%. Guyana destaca por presentar el mayor porcentaje de poblacion
rural, alcanzando el 73% (CEPAL 2017, Banco Mundial 2024). Sudamérica presenta una amplia
gama de climas que varian desde los calidos y humedos hasta los frios y secos. En las zonas de
cordillera el clima varia en funcion de la altitud. Esta variedad climatica, impulsada por la extensa
geografia del continente, no solo da lugar a una gran diversidad de ecosistemas y bioregiones, sino

que también promueven una diversidad endémica tnica de patdgenos, vectores y hospedadores.

Un total de 832 especies de mosquitos han sido registradas en Sudamérica (WRBU 2021). Del total
de especies, una pequefia porcidon ha sido reportada como vector en el continente y, de éstas, solo
algunos géneros o especies han sido objeto de estudio debido a su relevancia en los ciclos de
transmision de patdogenos. Como se ha descrito en la seccion 1.3 (Patrones de ingesta sanguinea de
los mosquitos), la disponibilidad de hospedadores y las condiciones ambientales son factores
determinantes en las variaciones espacio-temporales de los patrones de alimentacion de los culicidos.
Esto implica que cada par mosquito-hospedador puede presentar un patrén particular en diferentes
regiones. Por lo tanto, comprender estas dinamicas es esencial para evaluar el riesgo epidemioldgico
y desarrollar estrategias o intervenciones especificas en la prevencion y control de enfermedades

transmitidas por mosquitos basadas en patrones locales.

En Sudamérica, existe una amplia gama de enfermedades transmitidas por mosquitos, algunas de las
cuales son actualmente endémicas, como la fiebre amarilla. Otras han sido introducidas
accidentalmente y se consideran emergentes en el continente, como la fiebre Zika. Los mosquitos del
género Anopheles son vectores de la malaria, enfermedad causada por protozoos del género
Plasmodium. La transmision varia regionalmente segiin el clima y la biogeografia, y se ve exacerbada
por actividades antropogénicas como la deforestacion, la mineria y las represas, que crean nuevos
habitats larvales y promueven la movilidad humana hacia areas con poca infraestructura de salud
publica. En Sudamérica, la mayoria de los casos ocurren en la selva amazonica de Venezuela, Brasil,

Colombia, Pert1 y Guyana, con una incidencia estimada de hasta 44 por cada 1.000 personas en riesgo
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en 2018 (Roser & Ritchie 2019). Las principales especies de mosquitos involucradas en la region son
Anopheles darlingi, Anopheles nuneztovari, Anopheles aquasalis y Anopheles albitarsis s.l.

(Rodriguez 2006, Laporta et al. 2015).

Aedes aegypti es una especie altamente domesticada, considerada actualmente endémica en
Sudamérica después de su introduccion a través de barcos en el siglo XV (Powell et al. 2013). Es el
vector principal de los virus del dengue (DEN), Zika (ZIK) y chikungunya (CHIK) que se transmiten
en todo el continente. La incidencia del dengue se ha incrementado en la region en las ultimas tres
décadas. Las tasas de incidencia mas altas se notificaron en 2023 en varios paises, con Brasil a la
cabeza de la lista (>2 millones de casos, OMS 2023a). El virus del ZIK se identifico por primera vez
en Sudamérica, con una gran epidemia en Brasil, durante el afio 2014, donde se lo asocid con un
incremento de casos del sindrome de Guillain-Barré y anomalias congénitas (Borchering et al. 2019).
La transmision del ZIK persiste en varios paises, pero en general se ha mantenido en niveles bajos
desde 2018 (OMS 2023Db). La transmision autdctona del virus del CHIK fue confirmada por primera
vez en el continente en diciembre de 2013. Desde entonces, el virus se ha extendido por la mayor
parte de la region, mostrando un aumento significativo en la incidencia, con mas de un millon de

casos reportados desde su primera deteccion (OPS 2024).

Aedes aegypti también es el vector urbano del virus de la fiebre amarilla (FA). A pesar de la
disponibilidad de una vacuna eficaz, sigue siendo una preocupacion importante de salud publica
debido a que la tasa de mortalidad puede alcanzar el 50% entre los casos sintomaticos (Chen & Wilson
2020). La FA es una enfermedad zoondtica endémica de las zonas boscosas. Presenta dos ciclos de
transmision. El primer ciclo es urbano, donde el hospedador principal es el ser humano y el vector es
el mosquito Ae. aegypti. El segundo ciclo es selvatico, circula entre primates no humanos y los
principales vectores son Haemagogus janthinomys y Haemagogus leucocelaenus. Otras especies de
Haemagogus (4 especies), Sabethes (5), Aedes (3) y Psorophora (2) también han sido caracterizadas
como vectores de importancia local (Segura et al. 2021, Lizuain et al. 2024). En este contexto, los
mosquitos Haemagogus y Sabethes son considerados vectores candidatos para un posible ciclo

selvatico del virus del ZIK en el Nuevo Mundo (Karna et al. 2018).

Se ha demostrado que Ae. albopictus es vector al menos de 26 arbovirus, incluyendo los virus del
DEN, ZIK y CHIK (Camacho-Gomez & Zuleta 2019, Yee et al. 2022). Esta especie invasora estuvo
restringida a Asia hasta su introduccion en el hemisferio occidental, probablemente a través de envios
de neumaticos usados cerca de 1985 en Estados Unidos y Brasil (Lounibos 2002). Sus habitos
agresivos durante el dia y su rol potencial como vector puente aumentan su relevancia epidemiologica

(Unlu et al. 2021).
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Varias especies del género Culex han sido incriminadas como vectores principales de diferentes
Flavivirus en el continente. Los ciclos de transmision enzodtica de los virus del NO y de la encefalitis
de Saint Louis (ESL) involucran a los mosquitos del género Culex y a las aves, mientras que los
humanos y otros mamiferos se consideran hospedadores terminales en el ciclo epizootico (Seccidon
1.2). El virus del NO se introdujo en América del Norte en 1999 y tardd solo dos afios en propagarse
a Sudamérica. A diferencia de otras regiones, los casos humanos han sido escasos y las tasas de
mortalidad de aves y equinos bajas (Diaz et al. 2011, Batallan et al. 2020). Por su parte, la ESL se
distribuye exclusivamente en el continente americano. Aunque en Sudamérica la informacion es
practicamente nula, en el centro de Argentina se han caracterizado a los mosquitos Cx.
quinquefasciatus y Culex interfor como parte del ciclo. Otros mosquitos de los géneros Aedes,
Anopheles, y Psorophora también han sido detectados infectados durante periodos enzooéticos (Diaz

etal. 2012).

El virus Rocio (ROC) es una enfermedad flaviviral epidémica observada por primera vez en el estado
de Sdo Paulo, Brasil, en 1975. Psorophora ferox fue la tnica especie de mosquito directamente
implicada en la transmision mediante la deteccion del virus en especimenes recolectados en el campo.
Sin embargo, los mosquitos Culex tarsalis y Cx. pipiens han demostrado ser vectores experimentales
relativamente eficientes (Mitchell 2001). Otros virus de la familia Togaviridae, género Alphavirus
presentes en Sudamérica incluyen la encefalitis equina del este (EEE), la encefalitis equina del oeste
(EEO), la encefalitis equina venezolana (EEV) y el virus Mayaro (MAY). El virus de la EEE fue
aislado por primera vez en equinos en Argentina durante un brote ocurrido en 1936 y ha causado
epizootias esporadicas de diferente magnitud en Argentina, Brasil, Venezuela y Colombia,
produciendo encefalitis con una tasa de mortalidad del 30 al 40% en humanos y del 80 al 90% en
équidos (Go et al. 2014). Los mosquitos de los géneros Culex (Melanoconion), Culiseta, Aedes
(Ochlerotatus) y Coquillettidia han sido postulados como vectores de los ciclos enzodticos (Lehane
2005, Contigiani et al. 2016). El virus de la EEO se encuentra extendido por toda América del Sur,
causando principalmente epizootias equinas. En el ser humano, el virus causa patologias que pueden
ir desde lo asintomatico o cuadros de gravedad moderada hasta formas graves de meningitis atipica
y encefalitis. Durante el 2023, se detectaron brotes de EEO en el cono sur de América. En Argentina,
se notifico a la OMS el primer caso humano confirmado en mas de dos décadas, desde los ultimos
reportados en 1982-1983 y 1996. Ademas, se registraron aproximadamente 1.500 focos de casos
equinos distribuidos en 17 provincias del pais (Ayala et al. 2024, OMS 2024b). Uruguay también

reportd un incremento de casos en equinos durante el mismo afio (OMS 2024c). El virus de la EEO,
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se mantiene en un ciclo enzodtico entre mosquitos del género Culex y Aedes y aves paseriformes. Sin
embargo, mamiferos como murci¢lagos, lagomorfos y roedores, pueden desempefiar un papel
importante como hospedadores de amplificacion del virus en Sudamérica, mientras que los équidos
y los humanos actiian como hospedadores terminales (Go et al. 2014, OMS 2024b). Historicamente,
Ae. albifasciatus ha sido identificado como el principal vector en Argentina. El ciclo enzootico del
virus de la EEV involucra a mosquitos Culex (Melanoconion) y pequefios roedores como
hospedadores, mientras que especies de los géneros Aedes y Psorophora participan en ciclos
epidémicos y epizodticos. Los équidos pueden actuar como hospedadores amplificadores al
desarrollar altos niveles de viremia, con una morbilidad del 40 al 60 % y una mortalidad del 50 % de
los sintomaticos. En los humanos, la EEV generalmente produce sintomas leves, mientras que la
infeccion en equinos puede ser grave (Weaver et al. 2004, Contigiani et al. 2016). El virus MAY fue
aislado de humanos, primates silvestres y mosquitos en siete paises de Sudamérica. Su ciclo selvatico
podria ser similar al de la FA, involucrando a primates silvestres como hospedadores y a mosquitos
Haemagogus como vectores principales. Sin embargo, existe evidencia que mosquitos del género
Aedes podrian estar involucrados en la transmision del virus en ambientes urbanos y, en consecuencia,
contribuir al establecimiento de brotes en regiones donde estan presentes Ae. aegypti y Ae. albopictus
(Kraemer et al. 2015). Los casos clinicos han presentado sintomas como artralgia, fiebre, dolor de
cabeza y mialgia. Debido a que las manifestaciones clinicas son muy similares a las de otros arbovirus
como DEN y CHIK, es probable que los casos del MAY sean subestimados debido a un diagndstico
erroneo en areas donde otros arbovirus son endémicos. En Sudamérica, los casos reportados se

registran en personas con antecedentes de actividad reciente en areas selvaticas (Wei et al. 2024)

En cuanto a los virus de la familia Peribunyaviridae, estos incluyen los virus Bunyamwera (BUN),
Oropouche (ORO), Guaroa (GRO) y Cache Valley (CV). El virus BUN fue detectado en el continente
en caballos y humanos, y se aislo de Ade. albifasciatus, Psorophora varinervis, Culex intrincatus,
Culex acharistus y Culex educator (Tauro et al. 2015, Gallardo et al. 2019). Este virus ha sido
asociado a sindrome febril, patologias nerviosas en humanos (encefalitis, meningitis) y defectos del
sistema nervioso central. También, se ha asociado principalmente con la produccion de enfermedades
neurologicas, malformaciones congénitas nerviosas, abortos y muerte en animales domésticos y
silvestres, principalmente en rumiantes (Contigiani et al. 2016). El virus del ORO es un arbovirus
reemergente en las Américas, transmitido a los humanos principalmente a través de la picadura del
jején Culicoides paraensis (CDC 2024). También ha sido aislado de algunas especies de mosquitos,
e.g., Cx. quinquefasciatus (OMS 2024d), Coquillettidia venezuelensis 'y Ae. serratus (Vasconcelos et
al. 2011). Se sospecha que la transmision viral incluye tanto ciclos selvaticos como urbanos. En el

ciclo selvatico, primates, perezosos y posiblemente algunas aves actuan como hospedadores, mientras
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que, en el ciclo urbano, los humanos son el hospedador amplificador. Estd asociado a importantes
epidemias de enfermedad febril en la region amazonica de Brasil y Peru, y se considera una de las
principales virosis emergentes en las areas tropicales de Sudamérica. La alta prevalencia de
anticuerpos detectados en habitantes de las zonas forestales y rurales del Amazonas sugiere una
circulacion endémica del virus. En el amazonas brasilero, el virus ORO es el segundo arbovirus mas
comun después del virus del DEN (OMS 2024d). Respecto al virus GRO, fue aislado por primera vez
en 1959 en Guaroa, Departamento Meta, Colombia, en personas sin signos de enfermedad. La mayor
parte de los aislamientos han sido realizados a partir de An. neivai, especie implicada e incriminada
como el principal vector en la naturaleza. Distintos estudios sugieren que GRO se encuentra
distribuido en Brasil, Argentina, Peri y Colombia, donde se han detectado anticuerpos en humanos
(Lee & Sanmartin 1967, Groseth et al. 2015). Otros virus relacionados que afectan a los humanos,
como el virus CV, también se encontraron infectando a Ae. albifasciatus y Ps. varinervis (Sabattini

et al. 1998, Tauro et al. 2009).

En cuanto a las filarias, el ejemplo mas conocido de parasitos vertebrados es Wuchereria bancroffti,
responsable de la filariasis linfatica. En Sudamérica, sigue siendo endémica en Brasil y Guyana, y es
principalmente transmitida por especies de Anopheles y Cx. quinquefasciatus; los humanos son los
principales hospedadores (Lehane 2005, CDC 2019). Otra enfermedad filarial en el continente es la
dirofilariasis, una zoonosis parasitaria causada por nematodos del género Dirofilaria, siendo
Dirofilaria immitis la mas relevante y ampliamente distribuida. Este parasito ha sido detectado en
casi todos los paises del continente, infecta animales domésticos y una amplia gama de animales
silvestres (Anderson 2000, Vezzani & Eiras 2016). Un gran numero de especies de los géneros Aedes,
Culex, Anopheles, Psorophora y Wyeomyia han sido incriminadas como vectores en diferentes
regiones del continente (Vezzani & Eiras 2016). En la tabla 2.1, se presenta un resumen de los
mosquitos vectores asociados con patdgenos de relevancia regional. Se incluyen detalles sobre la

taxonomia de los agentes etioldgicos, destacando las familias y géneros a los que pertenecen.
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Tabla 2.1 Mosquitos vectores asociados con patdgenos de relevancia médica y veterinaria en

Sudamérica.
i Enfermedad Taxonomia del agente L.
Patogeno .., . . i Vector incriminado
(abreviacion) etiologico (Familia / Género)
Protozoos  Malaria Plasmodiidae / Plasmodium Anopheles spp.
. o . Ae. ti

Virus Dengue (DEN) Flaviviridae / Flavivirus ¢ aegyp.l

Ae. albopictus
. . o .. Ae. ti

Virus Zika (ZIK) Flaviviridae / Flavivirus . ,l
Ae. albopictus
Hg. janthinomys

Virus Fiebre amarilla (FA) Flaviviridae / Flavivirus Hg. leucocelaenus
Ae. aegypti

. . .. . Ae. aegypti
Virus Chikungunya (CHIK) Togaviridae / Alphavirus Ae. albopictus
Virus Nilo Occidental (NO)  Flaviviridae / Flavivirus Culex spp.

. Encefalitis de Saint .

Virus infsa(]; ;sL)e amn Flaviviridae / Flavivirus Culex spp.
Incriminadas por infeccion
silvestre

. . o . Ps. ferox
Virus Rocio (ROC) Flaviviridae / Flavivirus ' )

Ae. scapularis

Cq. chrysonotum

Ma. indubitans

Culex (Melanoconion) spp.

) Encefalitis Equina del .. . Culiseta spp.

v T dae / Alph

s Este (EEE) ogaviridas f APHavius Aedes (Ochlerotatus) spp.

Coquillettidia spp.

. Encefalitis Equina del .. . Culex spp.

A% T dae / Alph

irus Oeste (EEO) ogaviridae / Alphavirus Aedes spp.
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, Enfermedad Taxonomia del agente Vector incriminado en la
Patogeno Ny OV Ren - . >
(abreviacion) etiologico (Familia / Género) region
Culex (Melanoconion) spp.
. Encefalitis Equi . .
Virus nectalilis Bqutia Togaviridae / Alphavirus Aedes spp.
venezolana (EEV) Psorophora spp.
Virus Mayaro (MAY). Togaviridae / Alphavirus Haemagogus spp.
Aedes spp.
Virus Bunyamwera (BUN)  Peribunyaviridae / Bunyavirus Psorophora spp.
Culex spp.
Virus Oropouche (ORO) Peribunyaviridae / Bunyavirus  Culicoides paraensis
Virus Guaroa (GRO) Peribunyaviridae / Bunyavirus = An. neivai
Incriminadas por infeccion
silvestre
Aedes spp.
. . . . Anophel .
Virus Cache Valley (CV) Peribunyaviridae / Bunyavirus niopheies spp
Culex spp.
Coquillettidia spp.
Culiseta spp.
Psorophora spp.
e o oo ) Cx. quinquefasciatus
Nematodos Filariasis linfatica Filaridae / Wuchereria
Anopheles spp.
Aedes spp.
Culex spp.
Nematodos Dirofilariasis Onchocercidae / Dirofilaria Anopheles spp.

Psorophora spp.
Wyeomyia spp.
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Desde principios del siglo XX, los investigadores han intentado caracterizar la preferencia del
hospedador e identificar las ingestas de sangre de los mosquitos mediante diferentes técnicas, cuyos
hallazgos han sido recopilados en varias revisiones. Tempelis (1975) propuso nueve patrones de
alimentacion y recopilé diversas técnicas de analisis de ingestas sanguineas a través de serologia.
Ocho afios mas tarde, Washino & Tempelis (1983) resumieron el estado de los estudios sobre la
identificacion de las ingestas sanguineas, abarcando tanto enfoques seroldgicos como no serologicos,
y actualizaron el trabajo publicado desde 1975. Pasaron mas de dos décadas hasta que Lyimo &
Ferguson (2009) revisaron los determinantes ecologicos y evolutivos de la eleccion de hospedadores
en mosquitos y otros vectores de enfermedades humanas. Posteriormente, un trabajo exhaustivo
realizado por Takken & Verhulst (2013) se centro en el conocimiento disponible sobre los patrones
de alimentacién a nivel mundial, con un enfoque en los factores intrinsecos y extrinsecos que los
modulan. En esta misma linea, Tung & Fonseca (2024) proporcionan informacion sobre como los
factores internos y externos interactiian para generar un comportamiento dindmico en la alimentacion
sanguinea de los mosquitos. Revisiones adicionales se han enfocado en areas geograficas o especies
especificas; por ejemplo, Stephenson et al. (2019) compilaron estudios sobre la alimentacion de
mosquitos en Australia, mientras que Cebrian-Camisén et al. (2020) abordaron las especies invasores
de Aedes en Europa. Mas recientemente, Bursaly & Touray (2024) revisaron las complejidades de los
patrones de alimentacion sanguinea de mosquitos y flebétomos, profundizando en cémo la fuente
sanguinea influye en la transmision de patdgenos. Aunque se ha realizado un trabajo prolifico sobre
los aspectos evolutivos de los patrones de alimentacion sanguinea y estudios especificos por especies
en otros continentes, alin se conoce relativamente poco sobre los patrones de ingesta sanguinea de los
mosquitos en Sudamérica. Aunque se ha realizado un trabajo prolifico sobre los aspectos evolutivos
de los patrones de alimentacion sanguinea y estudios especificos por especies en otros continentes,
aun se conoce relativamente poco sobre los patrones de ingesta sanguinea de los mosquitos en

Sudamérica.

El objetivo de este capitulo es establecer una linea de base del estado de conocimiento de los patrones
de ingesta sanguinea de mosquitos en Sudamérica. Para ello, se llevaron a cabo dos revisiones
exhaustivas; la primera abarc6 hasta finales del 2020, con el fin de compilar y analizar la informacion
disponible sobre dicha tematica para Sudamérica, en particular en Argentina, antes de dar inicio al
trabajo de campo. La segunda revision consistio en una actualizacion de nuevas investigaciones

realizadas entre 2021 y septiembre de 2024 durante la finalizacion de la Tesis.

48



Capitulo II

2.1 MATERIALES Y METODOS
2.1.1 Recopilacion de datos

La busqueda bibliografica incluy6 articulos de investigacion y tesis en Web of Science,
Scopus, PubMed, Scielo, Google Scholar, Research Gate y la Red de Repositorios Latinoamericanos
utilizando los siguientes términos de busqueda: South America, bloodmeal, blood meal, bloodmeal
identification, bloodmeal mosquitoes, culicidae, host, host feeding, host feeding patterns, host-
mosquito, host preference, host selection, mosquitoes, mosquito feeding, vector, vector-host, sus
equivalentes en espafiol y portugués, y el nombre cientifico de los mosquitos reconocidos como
vectores (e.g. Aedes aegypti). Las listas de referencias de todos los articulos recopilados también

fueron examinadas para identificar cualquier otro documento relevante.

De cada estudio registrado en la primera revision (hasta diciembre 2020), se extrajo la siguiente
informacion: pais, tipo de estudio, numero de individuos analizados para cada especie de mosquito e
identificacion del hospedador (en adelante ID) hasta el maximo detalle taxondémico disponible. Para
los estudios incluidos en la actualizacion al 2024, se registraron solo el pais y la metodologia utilizada
en el estudio. En ambos casos, los estudios se clasificaron como: cebo humano como método de
colecta, ID por especimenes colectados en trampas con cebo animal (ya sea con o sin ingesta
sanguinea) e identificacion de la ingesta de sangre por técnicas seroldgicas o moleculares, incluyendo
detalles sobre la estimacion de la disponibilidad del hospedador, si se informé al respecto. Se
incluyeron estudios que utilizaron cebo humano como método de colecta dado que brindan
informacion valiosa sobre las especies antropofilicas, particularmente en paises que carecen de

estudios especificos.

La distribucion geografica de las especies de mosquitos en Sudamérica fue incorporada al conjunto
de datos mediante la extraccion de registros de la Walter Reed Biosystematic Unit (WRBU 2021),
con la excepcion de Argentina, para la cual se utiliz6 una lista de verificacion mas detallada elaborada
por Rossi (2015) y actualizada por Stein et al. (2018). Ademas, se agregd una especie para un pais
determinado si un estudio la mencionaba entre los especimenes colectados, e.g., An. albitarsis en
Guyana (Giglioli 1963), Culex eduardoi en Brasil (Barbosa et al. 2003) y Uranotaenia pallidoventer
en Bolivia (Roberts et al. 1985).

El patron de alimentacion sanguinea de cada especie de mosquito se categorizo a partir de un analisis
exhaustivo de la informacion recopilada en la primera revision. Un primer enfoque cualitativo amplio
proporciond la lista de hospedadores para cada especie de mosquito, categorizada como humanos,

otros mamiferos, aves, reptiles, anfibios y sus combinaciones. Luego, se realiz6 una evaluacion
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detallada para aquellas especies de mosquitos mejor representadas en términos de nimero de
individuos y publicaciones. Finalmente, se llevé a cabo una interpretacion adicional utilizando

exclusivamente aquellos trabajos que consideraron la disponibilidad de hospedadores.

Respecto al detalle taxondmico de las especies de mosquitos, se incluyo toda la informacion, incluso
si se reportaba como un grupo de especies, a nivel de género o subgénero. En situaciones de falta de
informacion a nivel de especie, como en el caso de Culex (Microculex), los datos de alimentacion de
hospedadores a nivel subgénero podrian proporcionar pistas valiosas. Los taxones registrados a nivel
de género o subgénero no se consideraron en los analisis relacionados con el nimero de especies. En
el caso de los grupos de especies, se sumaron al nimero total de especies solo si no se disponia de
informacion disponible sobre los miembros individuales del grupo. Para aquellos estudios que no
incluian el numero de especimenes analizados, la identificacion del hospedador se considerd

unicamente de manera cualitativa.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Revision bibliografica hasta fines del 2020

Se registraron un total de 147 articulos cientificos, una tesis doctoral y cuatro tesis de maestria
que reportan informacion sobre diversos aspectos de los patrones de alimentacion de mosquitos en
diez de los 13 paises de Sudamérica, desde 1928 hasta 2020 (Figura 2.1, Anexo 2.1). La informacion
recopilada presenta un notable desequilibrio entre los paises, tanto en la cantidad de investigaciones
como en las especies involucradas. La gran mayoria de los estudios se realizaron en Brasil (76),
seguido por Colombia (22) y Peru (16). Hasta donde sabemos, no hay informacién disponible para
Chile, Paraguay y Uruguay. De la bibliografia recopilada, 122 investigaciones se centraron en una o
varias enfermedades transmitidas por mosquitos. La malaria fue por mucho el objetivo mas comun
de las investigaciones (99), seguida de ESL y/o NO y/o FA (7), EEV/dirofilariasis canina (6), EEO
(4), y EEE/ROC/malaria aviar/filariasis linfatica (2). Durante el siglo pasado, todos los estudios se
basaron en colectas con cebo humano, trampas con cebo o identificacion de sangre por métodos
serologicos, y no fue hasta 2009 que aparecieron estudios utilizando herramientas moleculares

(Figura 2.2).

El estado de alimentacion de los mosquitos recolectados en trampas cebadas fue considerado

Unicamente en cuatro estudios (Mitchell et al. 1985, 1987, Almiréon & Brewer 1995, Stein et al. 2013).
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Podria suponerse que los mosquitos recién alimentados (es decir, aquellos que contenian sangre roja
en su abdomen) picaron al vertebrado utilizado como cebo, mientras que los mosquitos no
alimentados (sin sangre en su abdomen) pueden haber sido atraidos unicamente por el dispositivo de
la trampa en si o por el vertebrado presente en este. Independientemente del animal utilizado como
cebo en estos estudios (caballo, pollo, conejo, sapo y tortuga), los autores encontraron que las tasas
de alimentacion varian entre cebos dependiendo de la especie de mosquito, lo que sugiere diferencias

importantes en la interpretacion de los datos entre los mosquitos atraidos y los alimentados.

En las investigaciones con trampas cebadas e identificacion de la ingesta sanguinea, la evaluacion de
las variaciones estacionales e interanuales de los patrones de alimentacion esta casi ausente. Solo
Stein et al. (2013) incluyeron un disefio de estudio que permitié la deteccion de cambios en la
preferencia de hospedador de un ensamble de mosquitos entre estaciones. De manera similar, s6lo
Moreno et al. (2017) compararon los cambios interanuales de la eleccion del hospedador y destacaron
las variaciones estacionales del HBI, proporcionando datos valiosos sobre los cambios estacionales
de los patrones de alimentacion en humanos. Otros enfoques incluyeron la comparacion entre
intradomicilio versus peridomicilio (35 investigaciones), asi como el analisis de diferentes tipos de

ambientes, como, urbano/rural/silvestre (19).

De las 246 especies de mosquitos con informacion disponible, 172 fueron estudiadas formalmente
mediante trampas con cebo o identificacion de la ingesta sanguinea y, para las 74 especies restantes,
los datos se restringen a cebo humano (Anexo 2.2). La mayoria de las especies solo se estudiaron en
uno o dos paises y muy pocas han sido investigadas a lo largo del continente (Figura 2.3A). Del
mismo modo, considerando sus distribuciones geograficas (ver Anexo 2.2 columnas B y C), la
mayoria de las especies fueron investigadas en hasta 1/3 de su rango de distribucion (Figura 2.3B).
En términos generales, la mayoria de las especies fueron involucradas en soélo una a tres
investigaciones y pocas fueron estudiadas en profundidad (Figura 2.3C). Las especies mas
frecuentemente estudiadas (> 30 publicaciones) pertenecen al género Anopheles. Sorprendentemente,
otros vectores relevantes como Ae. aegypti, Ae. albopictus y Hg. janthinomys fueron escasamente
estudiados, y muchas especies sospechosas de ser vectores de enfermedades poco conocidas apenas
fueron involucradas en una investigacion, e.g., Cx. acharistus y Cx. educator. En resumen, el 59,6%
de las especies fueron estudiadas solo en un pais, el 64,6% fueron investigadas en un rango estrecho

de sus distribuciones, y el 34,6% estuvieron involucradas en una sola investigacion.
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Figura 2.1 Estudios cientificos disponibles relacionados con los patrones de ingesta sanguinea de
mosquitos en Sudamérica hasta finales de 2020; nimero de investigaciones por tipo de estudio dentro
de recuadros punteados y porcentaje de especies de mosquitos estudiadas dentro de circulos.
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Figura 2.2 Numero de estudios por década relacionados con los patrones de ingesta sanguinea de
mosquitos en Sudamérica hasta finales de 2020, clasificados por tipo de estudio.
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Figura 2.3 Porcentaje de especies de mosquitos cuyos patrones de ingesta sanguinea en Sudamérica
han sido estudiados hasta finales de 2020 segiin A) el niimero de paises, B) la proporcion de su rango
geografico y C) el numero de publicaciones en las que fueron investigadas. Todos los porcentajes se
calcularon sobre el total de especies de mosquitos con informacion disponible en el continente (i.e.
246).
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El conjunto de datos agrupados sumé mas de 1.6 millones de mosquitos; 1.518.730 en colectas por
cebo humano, 144.779 en trampas con cebo y 24.904 en mosquitos colectados en el campo para la
identificacion de la ingesta sanguinea. Como era de esperar, el nimero total de ejemplares por especie
también estuvo desbalanceado. Las especies del género Anopheles que fueron objeto de mas
investigaciones también fueron las mejor representadas en términos de nimero de individuos, con
cuatro especies que representaron el 73% del total. En el otro extremo, algunas especies como Culex

lopesi'y Uranotaenia nataliae solo contaron con un espécimen analizado (Anexo 2.2).

Finalmente, en 11 estudios realizaron una evaluacion de la disponibilidad de hospedadores para
estimar las preferencias de hospedadores vertebrados de los mosquitos en condiciones de campo
(Anexo 2.3). Diez de estos estudios cuantificaron la disponibilidad de hospedadores en los sitios de
colecta de mosquitos, mediante una o una combinacion de las siguientes herramientas: censo de
individuos que proporcionan conteos absolutos (e.g. Gomes et al. 2003, Bataille et al. 2012), muestreo
visual y/o auditivo de especies de aves (e.g. Mendenhall et al. 2012, Hoyos 2018), encuestas a
residentes (e.g. Rubio-Palis et al. 1994), y fuentes bibliograficas o bases de datos disponibles para el
area (e.g. Alencar et al. 2005). La informacion obtenida se utilizoé considerando el niimero bruto de
individuos (en la mayoria de los estudios) o estandarizada por peso del animal (e.g. Lardeux et al.
2007, Saavedra et al. 2019). Las métricas mas utilizadas fueron el indice de alimentacion y la
proporcion de alimentacion (FR), mientras que, un estudio empled redes de interaccion de especies
(Hoyos 2018). Por otra parte, un estudio fijo la disponibilidad de hospedadores en un disefio
experimental ofreciendo simultaneamente un individuo de humano, perro, gato, cerdo, carnero, toro,
caballo y pollo, y luego se analizd la sangre ingerida por los mosquitos mediante la técnica de

precipitina (Deane et al. 1949).

2.2.2 Patrones de alimentacion sanguinea de especies de mosquitos en Sudamérica

El Anexo 2.2 detalla los hallazgos sobre los patrones de alimentacion sanguinea para todas
las especies de mosquitos estudiadas, considerando todas las investigaciones y técnicas. Al menos
223 especies podrian describirse como antropofilicas, ya que fueron colectadas mediante cebo
humano, ya sea como parte de experimentos con trampas con cebo o para otros propdsitos de
investigacion. Otras cuatro especies se agregaron a la lista de especies antropofilicas mediante la
identificacion de la ingesta sanguinea de especimenes colectados en campo. Entre estas 227 especies,
el 56,9 % también fueron atraidas por, y/o se alimentaron de, otros mamiferos, aves, reptiles y anfibios
(Figura 2.4A, columna J en el Anexo 2.2). Algunas de estas especies (6,1%) son claramente

generalistas, alimentandose de todos los taxones vertebrados considerados, mientras que otras
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(15,1%) se alimentan exclusivamente de mamiferos no humanos. Este primer enfoque, aunque
sesgado por las colectas de cebo humano, proporciona candidatos que podrian actuar como vectores
puente de enfermedades zoondticas que involucran a aves y/o mamiferos, asi como vectores en los
ciclos de mantenimiento selvaticos. Igualmente importante, estos resultados destacan la falta de datos
sobre supuestos vectores de algunas enfermedades; e.g., Ae. aegypti solo fue registrado alimentandose
de humanos, a pesar de que se le ha incriminado en la transmision del gusano del corazon del perro,

D. immitis (Vezzani & Eiras 2016).

Los datos del subconjunto de 19 investigaciones que utilizaron trampas con cebo incluyen 143
especies de mosquitos, de las cuales el 83,9% fueron atraidas por humanos, el 10,5% exclusivamente
y el 73,4% en combinacion con otros hospedadores (Figura 2.4B; columna K en el Anexo 2.2). El
16,1% de especies restantes fueron atraidas por otros mamiferos (9,1%), aves (0,7%), ambos (4,9%)
o0 en combinacion con reptiles y anfibios (1,4%). Esta informacion estd sesgada por la eleccion de los
taxones vertebrados utilizados como cebo, dependiendo del objetivo de cada estudio; e.g., cinco
especies de mosquitos fueron atraidas por reptiles y/o anfibios cuando se les ofrecieron, pero este
enfoque so6lo fue utilizado por Almirén & Brewer (1995). En cualquier caso, estas publicaciones
aportan informacion valiosa sobre la eleccion de hospedadores entre humanos-aves-otros mamiferos.
Sin embargo, como se discutira en el siguiente parrafo, los patrones de alimentacion en condiciones
naturales no necesariamente se asemejan a los experimentos de campo realizados con trampas

cebadas.

Las 38 investigaciones centradas en la identificacion de la ingesta sanguinea de especimenes
colectados en campo proporcionan datos sobre 102 especies de mosquitos. El 60,8% de estas especies
se aliment6 de humanos; 4,9% de forma exclusiva y 55,9% en combinacion con otros hospedadores
(Figura 2.4C; columna L en el Anexo 2.2). A diferencia de los hallazgos observados en las trampas
con cebo, varias especies de mosquitos (12,7%) incluyeron en su alimentacion todos los taxones de
vertebrados (excepto peces) ademas de humanos. Un alto porcentaje de las especies (39,2%) se
encontraron exclusivamente con ingestas no humanas; 10,8% exclusivamente aves y 13,7%
exclusivamente mamiferos, 9,8% se alimentd de ambos y el 4,9% restante incluy6 también reptiles

y/o anfibios.

La comparacion de los resultados entre los estudios que utilizan trampas con cebo y los que identifican
la ingesta sanguinea de mosquitos colectados en campo muestra que el porcentaje de especies de
mosquitos identificadas como antropofilicas (exclusivamente o no) es mayor en las trampas con cebo,
mientras que la identificacion de reptiles, anfibios y otras categorias de hospedadores no humanos es

mayor en el segundo (Figura 2.4B versus 2.4C). Entre las 73 especies de mosquitos evaluadas por
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ambos métodos, s6lo 17 arrojaron resultados similares (Anexo 2.2, columnas K y L). En los otros
casos, cada método aportd especies de hospedadores adicionales a la lista general de hospedadores.
Por ejemplo, las trampas con cebo afiadieron humanos/reptiles/anfibios como hospedadores para Ae.
albifasciatus y humanos junto a otros mamiferos para Cx. intrincatus, mientras que la identificacion
de la ingesta sanguinea incorpor6 aves como hospedadores para Ae. albopictus y An. darlingi. En
general, las trampas con cebo adicionaron humanos (para 17 especies), mientras que la identificacion
de la ingesta de sangre agreg6 aves, reptiles y anfibios (para 26 especies) a la lista de hospedadores.
Cabe destacar la importancia de las colectas con cebo humano en la elaboracion de la lista de
mosquitos antropofilicos, i.e., los datos sobre hospedador humano provienen exclusivamente de esta

fuente bibliografica para 93 especies de mosquitos.

La informacion detallada sobre el nimero de individuos procesados en trampas con cebo y estudios
de identificacion de la ingesta sanguinea de mosquitos colectados en campo para cada especie de
mosquito (Anexo 2.2, columnas F-H) permite realizar una evaluacion cuantitativa para varias
especies, algunas de las cuales son reconocidas como vectores de importancia sanitaria. Se
ejemplifica los cambios de los patrones observados entre las trampas con cebo y la colecta de
mosquitos en campo para algunas especies bien representadas de Anopheles, Aedes, Culex y
Mansonia (Figuras 2.5 y 2.6). Para todas las especies se observo un patron diferente en términos de
composicion y proporciones de hospedadores. Ademads, se presenta un ejemplo de una especie de
cada uno de los géneros Psorophora, Wyeomyia y Limatus estudiada unicamente mediante trampas
con cebo (Figura 2.7). En todos los casos, los mosquitos fueron atraidos por humanos, otros

mamiferos y aves, destacando su rol potencial como vectores puente de enfermedades.
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246 especies
de mosquitos

O Hospedadores no humano
. Hospedador humano
. Hospedador humano exclusivo

A
O Hospedadores humano y otros 73.4%

143 especies
de mosquitos

102 especies
de mosquitos

Figura 2.4 Patrones de ingesta sanguinea de especies de mosquitos en Sudamérica considerando los
datos agrupados hasta finales de 2020 segun (A) colectas con cebo humano, trampas con cebo animal
y analisis de sangre de mosquitos recolectados en campo (246 especies); (B) solo trampas con cebo
(143 especies), y (C) solo analisis de la ingesta sanguinea de mosquitos recolectados en campo (102
especies).
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Figura 2.5 Comparacion de la composicion de hospedadores y proporciones observadas en trampas

con cebo e identificacion de la ingesta sanguinea para An. darlingi, An. nuneztovari y An. aquasalis.
Informacion recopilada hasta finales de 2020.
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Figura 2.6 Comparacién de la composicion de hospedadores y proporciones observadas en trampas

con cebo e identificacion de la ingesta sanguinea de hembras colectadas en campo para Ae. scapularis,
Cx. quinquefasciatus y Ma. titillans. Informacion recopilada hasta finales de 2020.
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Figura 2.7 Composicion de hospedadores y proporciones observadas en trampas con cebo para Ps.
ferox, Wy. theobaldi y Li. durhamii. Informacion recopilada hasta finales de 2020.

Los 11 estudios que evaluaron la disponibilidad de hospedadores proporcionaron informacion sobre
la preferencia alimentaria en condiciones de campo para 31 especies de mosquitos (Anexo 2.3). Mas
del 80% correspondio a individuos de nueve especies del género Anopheles, siendo An. darlingi la
que representd la mayoria de los individuos, seguida por An. aquasalis. Aproximadamente la mitad
de las especies, que abarcan todos los géneros considerados, fueron clasificadas como mamofilicas,
incluido el ser humano como hospedador. De las restantes, diez fueron clasificadas como
oportunistas, alimentandose en la mayoria de los casos de mamiferos y aves, y solo dos especies de
Culex fueron ornitofilicas. Cabe destacar la investigacion sobre Uranotaenia lowii, que se alimenta
preferentemente de anfibios (Forattini et al. 1987). Para Culex nigripalpus, los resultados de dos
estudios brasilefios fueron discrepantes, considerandolo oportunista (Gomes et al. 2003) o
mamofilicos, incluido el humano (Alencar et al. 2005). Las preferencias de hospedadores de las otras
cinco especies que fueron reportadas en mas de un estudio fueron concordantes. Para algunas especies
estudiadas unicamente en Hoyos (2018), la preferencia de hospedador reportada seria inconclusa

debido al bajo nimero de especimenes analizados (n <6).
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Finalmente, la comparacion de los datos agrupados extraidos del Anexo 2.2 y las preferencias de los
hospedadores del Anexo 2.3 resalta la importancia de evaluar cuidadosamente qué informacion
proporciona cada tipo de investigacion. Por ejemplo, especies identificadas como mamofilicas como
Ae. albopictus, An. albitarsis, Cx. quinquefasciatus y Mansonia titillans, también se alimentaron de
aves, mientras que mosquitos ornitofilicos como Culex saltanensis también se alimentaron de
mamiferos. El rol de cada mosquito vector en la transmision de una enfermedad dependera tanto de
su preferencia alimentaria intrinseca como de la disponibilidad de sus hospedadores potenciales en

un lugar y tiempo determinados.

2.2.3 Actualizacion bibliografica 2021 — 2024

En la sucesiva actualizacion bibliogréfica, se encontraron un total de 20 articulos cientificos
que reportan nueva informacion sobre diversos aspectos de los patrones de ingesta sanguinea en cinco
de los trece paises de Sudamérica (Tabla 2.2). De manera similar a la revision bibliografica hasta el
2020, la informacion recopilada presenta un notable desequilibrio entre los paises. La gran mayoria
de los estudios se realizaron nuevamente en Brasil (11), seguido por Peru (4), Argentina (2), Colombia
(2) y Guayana Francesa (1). Para Bolivia, Ecuador, Guyana, Suriname y Venezuela no se registro
informacion disponible durante estos ultimos afios. Hasta donde sabemos, atn no se dispone de
informacion sobre los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos en Chile, Paraguay y Uruguay. De
los 20 estudios registrados, 11 utilizaron colectas con cebo humano, contribuyendo exclusivamente a
la identificacion de especies antropofilicas y utilizando este método como recurso para otros objetivos
de investigacion. La identificacidon del hospedador a través de trampas cebadas se utilizé en un estudio
realizado por Farnesi et al. (2021). Alli, utilizaron humano, cobayo y raton como fuente de alimento
para Ae. aegypti. Los autores observaron que, el nimero promedio de huevos y la viabilidad de huevos
fueron similares, independientemente del animal utilizado como cebo. Finalmente, en 8 estudios
identificaron la ingesta sanguinea mediante especimenes colectados en campo a través de
herramientas moleculares. De estos ultimos, seis realizaron una evaluacion de la disponibilidad de
hospedadores en condiciones de campo. So6lo un estudio utiliz6 simultaneamente dos enfoques;
Piedrahita et al. (2022) colecté mosquitos por cebo humano y también identifico la fuente de ingesta

sanguinea de hembras colectadas en campo a través de herramientas moleculares (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Estudios realizados sobre la ingesta sanguinea de mosquitos en cada pais de Sudamérica
(2021-2024); referencias entre [corchetes].

No. de publicaciones por tipo de estudio

Identificacion de la ingesta sanguinea de

Identificacién .
No. de del mosquitos colectados en campo
0.
2021 - 2024 por tm“l‘)pas Con disponibilidad de  Sin disponibilidad
con cebo hospedador de hospedador
Serologia. 0
Argentina* 2 0 0 Molecular 2 [Cardo et al. 0
2023; Cardo & Vezzani
2023]
6 [Andrade et al. 2021; Ser. 0
Chaves et al. 2021; Ser. 0
Brasil 1 Oliveira et al. 2021; 1 [Farnesi et al. ’ Mol. 3 [Guimaraes
rast Pereira-Silva et al. 2021; 2021] Mol. 1 [Nacaki et al. 2021 etal. 2021; Alonso
Alvarez et al. 2022; ol. 1 [Nagaki et al. ] et al. 2023; Mirza et
Galardo et al. 2022] al. 2024]
Ser. 0
Colombia 2 1 [Piedrahita et al. 2022] 0 Mol. 2 [Hoyos et al. 0
2021%**; Piedrahita et al.
2022]
Ser. 0
Franmess 1 0 0 0
Mol. 1 [Guidez et al. 2024]
4 [Viteri et al. 2021; Conn et
, al. 2023; Bickersmith et al.
LG 4 2024; Requena-Zuiiga et al. 0 0 0
2024]
Bolivia 0 0 0 0 0
Chile 0 0 0 0 0
Ecuador 0 0 0 0 0
Guyana 0 0 0 0 0
Paraguay 0 0 0 0 0
Suriname 0 0 0 0 0
Uruguay 0 0 0 0 0
Venezuela 0 0 0 0 0
Total 20 11 1 6 3

*Lista de especies de mosquitos actualizada, incluyendo nuevos registros para la Argentina (Stein et al. 2018).
**Citada en la primera revision como Hoyos 2018, tesis de maestria. Recientemente, se publicaron los datos e
informacion actualizada, Hoyos et al. 2021.
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2.3 DISCUSION

En Sudamérica, se carece de informacion sobre los patrones de ingesta sanguinea de mas del
70% de las especies de mosquitos, y la mayoria de las especies restantes han sido investigadas en un
rango limitado de su distribucion geografica. El género Anopheles fue el mas estudiado en términos
de publicaciones, nimero de individuos y alcance geografico. Entre los vacios destacables se
encuentra la poca informacion sobre reconocidos vectores de enfermedades como Ae. aegypti, Ae.
albopictus y también sobre especies consideradas responsables de los ciclos selvaticos del virus de la

fiebre amarilla, como aquellas de los géneros Haemagogus y Sabethes.

Mas alla del destacado liderazgo de Brasil, es notable la escasez de investigaciones y especies
estudiadas en la mayoria de los paises del continente. Acerca de Chile, Paraguay y Uruguay no se
encontr6 informacion sobre los patrones de alimentacion sanguinea de ninguna especie de mosquito,
y en otros paises como Guyana, Guayana Francesa y Venezuela, so6lo unas pocas especies de
Anopheles han sido escasamente investigadas. Contrario a la 16gica de considerar las colectas de cebo
humano como una metodologia en desuso por cuestiones éticas, ha sido el enfoque mas utilizado
hasta la fecha. Mas recientemente se han desarrollado adaptaciones que minimizan el riesgo del uso
de dicha metodologia para la persona que actiia como cebo. La técnica de atraccion humana protegida
y el uso de dobles redes para cebo humano, son algunas de estas alternativas que permiten atraer y
colectar mosquitos sin exponer a la persona a picaduras (Tangena et al. 2015). La identificacion
serologica de mosquitos alimentados con sangre recolectados en campo aument6 durante el periodo
2000-2009, probablemente impulsada por el cambio de las técnicas de precipitina a las de ELISA.
Aunque los estudios moleculares estan actualmente en tendencia, su contribucién en Sudamérica
sigue siendo incipiente y se espera que aumente considerablemente en un futuro cercano. Los dos
tipos de métodos de identificacion de la ingesta sanguinea disponibles, serologicos y moleculares,
son valiosos, pero deben utilizarse de acuerdo con el objetivo principal de la investigacion. Para
comprender los patrones de alimentacion sobre un unico hospedador, como los humanos, los métodos
serologicos pueden resultar ttiles; sin embargo, deben considerarse sus limitaciones, como la
posibilidad de obtener falsos positivos. Por otro lado, si el objetivo es investigar el espectro de
hospedadores hasta el nivel de especie, la amplificacion por PCR de regiones conservadas seguida de

secuenciacion es indispensable.

Las colectas con cebo humano contribuyeron a la identificacion de muchas especies de mosquitos
antropofilicas. De ellas, mas de la mitad también fueron atraidas y/o se alimentaron de otros
vertebrados, lo que proporciona pistas para futuras investigaciones sobre los ciclos de transmision de

ciertas enfermedades. En cuanto a los estudios con cebos animales, los anfibios y reptiles fueron en
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su mayoria excluidos por los investigadores debido a su aparente baja relevancia epidemiologica. A
pesar de esto, las trampas con cebo hicieron enormes contribuciones sobre la eleccion de
hospedadores entre aves, humanos y otros mamiferos, mejorando la comprension de la transmision
de determinadas arbovirosis que afectan a los humanos. Sin embargo, es necesario remarcar que una
trampa puede ser atractiva en si misma al actuar como refugio o lugar de descanso, y también un
animal utilizado como cebo podria atraer a especimenes que finalmente no se alimenten de él. Por
estas razones, la informacion proporcionada por estudios que reportan individuos alimentados (e.g.
Mitchell et al. 1985, Stein et al. 2013) podria considerarse de mayor utilidad, o al menos certeza, que
los que solamente reportan ejemplares colectados dentro de las trampas cebadas. Asimismo,
identificar la ingesta sanguinea de los mosquitos colectados en trampas cebadas permitiria confirmar
que efectivamente se alimentaron del animal utilizado como cebo. No obstante, ninguna de las
investigaciones utilizo técnicas de identificacion de ingesta sanguinea para confirmar la fuente de
sangre de mosquitos colectados con cebo. Los estudios que evaluaron las proporciones de
especimenes alimentados en diferentes cebos animales (e.g. Stein et al. 2013) sugieren
interpretaciones diferentes de la preferencia por distintos hospedadores al comparar el niumero total
de mosquitos atraidos a una trampa y la proporcion de individuos que realmente se alimentaron del

cebo.

Es inevitable preguntarse si la eleccion del hospedador reportada en los estudios de trampas con cebo
es representativa del comportamiento natural de alimentacion de los mosquitos, dado que los
hospedadores estan, por definicion, atrapados y altamente disponibles. La comparacion de los
resultados entre las trampas con cebo y la identificacion de la ingesta de sangre de mosquitos
recolectados en campo realizada en este capitulo sugiere fuertemente que, en condiciones naturales,
los mosquitos se alimentan de un rango mas amplio de taxones. Estas diferencias en los patrones de
alimentacion observadas para muchas especies de mosquitos segiin la metodologia empleada son
probablemente el hallazgo mas sustancial del presente capitulo. Sin embargo, es importante destacar
que las trampas con cebo también aumentaron la diversidad de hospedadores para varias especies de
mosquitos. En consecuencia, ambas metodologias descriptas son claramente complementarias e
idealmente, deberian ser utilizadas en conjunto cuando se persigue un estudio exhaustivo sobre qué

prefieren los mosquitos y qué es lo que realmente pican.

La importancia de considerar la abundancia relativa de vertebrados para interpretar las preferencias
de hospedadores de los mosquitos ya se destaco a fines de la década de 1960 (Hess et al. 1968). De
todos modos, la forma en que se estima la disponibilidad de hospedadores es altamente relevante.

Todos los métodos disponibles son imperfectos y cada uno de ellos presenta diferentes formas de
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sesgo y error. Ademas, una descripcion general de la disponibilidad del hospedador no resuelve otros
problemas, como los sefialados por Edman (1971) al desalentar el uso de métricas de alimentacion.
La primera razoén se refiere a cual hospedador aceptable (es decir, disponible y atractivo) se encuentra
mas cerca de un especimen de mosquito cuando y donde busca alimentarse de sangre. Esta distancia
es imposible de evaluar y, aunque estd asociada, no puede derivarse directamente de la densidad de
hospedadores. La segunda son los variados rangos de dispersion de distintas especies de mosquitos
en relacion con el ambiente. Algunas parecen reacias a abandonar su habitat preferido incluso en la
busqueda de sangre, mientras que otras recorren largas distancias al aire libre durante la busqueda de
hospedadores. Ademas, algunos hospedadores abundantes pueden ser inaccesibles por razones
distintas a la densidad (e.g. ubicarse dentro de madrigueras, nidos en arboles o casas durante los
periodos de alimentacidon de los mosquitos) o pueden presentar un comportamiento defensivo intenso.
Dicho esto, las métricas de alimentacion sugieren preferencia o evitacion del hospedador, pero no
pueden probarlo. Sin embargo, pueden hacer que los analisis de ingesta de sangre aporten
conclusiones mas solidas al proporcionar informacion adicional del hospedador (i.e. su abundancia

relativa) (Fikrig & Harrington 2021).

Es importante destacar que un hospedador poco seleccionado podria ser, no obstante, de alta
relevancia epidemioldgica si forma parte de un ciclo de transmision determinado, y podria ser también
un componente importante de la alimentacion de una especie de mosquito si estd presente en alta
abundancia en el ambiente. La pregunta ;Cual es la preferencia de hospedador de una especie de
mosquito? puede responderse mediante experimentos con trampas con cebos o mediante la
identificacion de ingesta sanguinea de especimenes recolectados en campo junto con la estimacion
de la disponibilidad de hospedadores. Por otro lado, ;Cual es el rango de hospedadores de una especie
determinada? requiere de la identificacion de sangre de una gran cantidad de especimenes para
abarcar tanto las fuentes de alimento mas abundantes como las menos frecuentes. Aunque ambos
enfoques proporcionan informacion diferente y complementaria, el segundo es presumiblemente de

mayor relevancia epidemiolégica.

Finalmente, la informacion detallada y compilada en los Anexos 2.1 y 2.2 servira como guia para
futuras investigaciones en Sudamérica, para cubrir los enormes vacios de informacion respecto a los

patrones de ingesta sanguinea de mosquitos.
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2.4 ANEXOS

A continuacion se provee el enlace al material complementario en formato electronico.

Anexo 2.1: Resumen de estudios disponibles sobre la ingesta sanguinea de mosquitos en cada pais

de Sudamérica hasta fines de 2020; referencias entre [corchetes].

Supplementary filel (XLSX 238 kb)

Anexo 2.2: Informacion detallada sobre los patrones de ingesta sanguinea de especies de mosquitos
en Sudamérica; referencias dentro de [corchetes] y numeros de individuos de mosquitos estudiados

dentro de {llaves}; {ni} significa no informado.

Supplementary file2 (XLSX 66.1 kb)

Anexo 2.3: Preferencia de hospedadores de especies de mosquitos reportada por estudios de
indentificacion de la ingesta sanguinea de mosquitos recolectados en campo, estimando la
disponibilidad de hospedadores en Sudamérica; referencias dentro de [corchetes]. Cddigos de paises:

AR Argentina, BO Bolivia, BR Brasil, CO Colombia, EC Ecuador, PE Pera, VE Venezuela.

Supplementary file3 (XLSX 11.3 kb)
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CAPITULO I1I

INGESTA SANGUINEA DE MOSQUITOS
EN FUNCION DEL USO DEL SUELO
URBANO

En este capitulo se analiza la interaccion entre los culicidos, sus hospedadores vertebrados y el
ambiente urbano. Las preguntas que guian el capitulo son: ;qué especies de culicidos hay en las
urbanizaciones de Buenos Aires? ;jde qué se alimentan estas especies, es decir, a quiénes pican? jen
qué proporciones? ;se alimentan de lo mismo en los distintos usos del suelo urbano? ;areas
domesticas y areas verdes urbanas ofrecen distintos hospedadores vertebrados como recurso?
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El crecimiento de la mancha urbana se esta produciendo a un ritmo alarmante y estd
ejerciendo presion sobre los espacios verdes dentro de las ciudades, que estan siendo cada vez mas
escasos en América Latina (Romanello et al. 2021). Mientras un minimo de 9 m? de espacio verde
por habitante es recomendado dentro de las areas urbanas (Ramos et al. 2020), el promedio en la
ciudad Capital de Argentina es de 6,3 m?, con marcadas diferencias entre barrios (Marconi et al.
2022). Los espacios verdes urbanos desempefian un rol central en las actividades recreativas,
mejorando la calidad de vida de los ciudadanos (Groenewegen et al. 2006, Marconi et al. 2022). Sin
embargo, varios estudios han reportado una gran diversidad de mosquitos en dichos espacios (de
Carvalho et al. 2014, Hopken et al. 2021), incluyendo la presencia de especies de gran importancia
epidemiologica como Ae. albopictus (Obame-Nkoghe et al. 2023), o la presencia ocasional de
especies sobreabundantes, como Ae. albifasciatus, que interfieren con las actividades recreativas en
estos entornos (Gallego et al. 2024). También se ha observado que la composicion especifica de
mosquitos difiere entre espacios verdes y domésticos dentro de una misma mancha urbana (Blom et
al. 2024, Kirik et al. 2021). En ambientes domésticos, se destacan algunas especies de gran relevancia
epidemiologica como Ae. aegypti y los miembros del complejo Cx. pipiens (de Carvalho et al. 2014,

Goodman et al. 2018, Rubio et al. 2024).

La comparacion de la ingesta de sangre de los mosquitos entre distintos entornos urbanos es
fundamental para comprender la relacion entre mosquitos y hospedadores, y entender las redes de
transmision de enfermedades infecciosas que pueden afectar a los humanos, animales domésticos y
la fauna silvestre dentro de las ciudades. Aunque una simple lista de hospedadores para cada especie
de mosquito podria ser valiosa, se han utilizado diferentes enfoques para llegar a una comprension
mas profunda de estas interacciones. Recientemente, las redes bipartitas se han aplicado con un
enfoque epidemiologico para el estudio de las comunidades de “mosquito-hospedador” (Bellekom et
al. 2021). Esta consiste en dos conjuntos de nodos, uno para las especies de mosquitos y otro para los
hospedadores vertebrados, con conexiones entre los nodos de conjuntos opuestos (Dormann et al.
2009). Estas redes se pueden utilizar para describir el papel central o periférico de los vertebrados
que forman parte de los ciclos de transmision, predecir las vias de transmision de enfermedades e

identificar vectores potenciales.

En nuestra region de estudio, la asociacion entre las caracteristicas del ambiente urbano y la
distribucion y abundancia de distintas especies de mosquitos reconocidas como vectores de
enfermedades han sido previamente investigadas (e.g. Vezzani et al. 2001, 2005, Rubio et al. 2011,
Cardo et al. 2018). Sin embargo, se desconocen los patrones de ingesta de la mayoria de las especies

de mosquitos en el ambiente urbano. El presente capitulo tiene como objetivo comparar los patrones
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de ingesta sanguinea de mosquitos entre areas verdes y domésticas del ambiente urbano en localidades

de distinto tamafio poblacional.

3.1 MATERIALES Y METODOS
3.1.1 Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en dos urbanizaciones de la zona templada de Argentina, el Area
Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y la ciudad de Tandil, ubicada en el centro de la provincia
de Buenos Aires. En el AMBA, segunda megaldpolis de Sudamérica, el muestreo se realizo en la
Ciudad Autéonoma de Buenos Aires (CABA; 34°36'S, 58°23'0), y en tres municipios vecinos al
noroeste (San Isidro, Vicente Lopez y San Martin). El AMBA cuenta con un promedio de 3,2m? de
espacios verdes por habitante (Observatorio AMBA 2023). La region tiene un clima templado
himedo con marcada estacionalidad; la precipitacion media anual es de 1.112 mm y la temperatura
media es de 17,3 °C (Climate-data.org 2023). La superficie total que abarcan los cuatro municipios
es de aproximadamente 341 km?y la poblacion es de 4.153.234 habitantes (INDEC 2022). Tandil
(37°04°S, 59°08°0) es una ciudad intermedia que cumple un rol estratégico entre las areas rurales y
las redes urbanas (Albaladejo et al. 2017, Migueltorena 2019). Esta localidad cuenta con 24,3m? de
espacios verdes por habitante (Municipio de Tandil 2023) y una poblacion total de 150.162 habitantes
(INDEC 2022). Tiene una precipitacion anual acumulada de 827 mm y una temperatura media anual

de 14,2 °C (Climate-data.org 2023).

3.1.2 Trabajo de campo

Colecta de mosquitos. Las hembras de mosquitos se colectaron en dos periodos, de noviembre de
2019 a marzo de 2020 (primavera-verano) y de abril a mayo de 2021 (otofio) para incluir los picos de
abundancia de las especies de mayor relevancia epidemiologica en la region. La temporada de otofio
no pudo llevarse a cabo durante el afio 2020, debido a las restricciones de circulacion por el COVID-
19. Los sitios de colecta fueron viviendas, cementerios, centros hipicos, parques y reservas naturales,
los cuales fueron agrupados en funcidn de la presencia permanente u ocasional de humanos durante
el dia y segun el uso dado por las personas, lo que podria modificar la composicion de mosquitos y

vertebrados. Las viviendas, los cementerios y los centros hipicos fueron clasificados como areas
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domésticas; estos sitios presentan contenedores artificiales, superficies impermeables y estructuras
edilicias. Los parques y reservas naturales se denominaron areas verdes, que se distinguen por carecer

de contenedores artificiales y edificaciones, y por presentar una cobertura herbacea predominante.

Respecto a las areas domésticas, las colectas de mosquitos se realizaron tanto en interiores como en
exteriores. Los espacios interiores incluyeron salones, cocinas y bafios en las viviendas; oficinas,
bafios publicos y galerias en los cementerios, y establos para caballos, cobertizos (para almacenar
herramientas y heno) y bafios publicos en los centros hipicos. Los espacios exteriores domésticos
incluian patios, areas con vegetacion, alrededores de las casas, potreros y zonas entre tumbas. En
parques y reservas naturales, dado que no habia espacios interiores, el muestreo se llevd a cabo
unicamente en exteriores, principalmente entre la vegetacion. Los sitios de muestreo incluyeron un
total de 16 areas domésticas (10 viviendas, 3 cementerios, 3 centros hipicos) y seis areas verdes (3
parques y 3 reservas naturales) en AMBA, y cuatro viviendas y siete parques en Tandil. Los muestreos
no fueron sistematizados; sin embargo, al menos una vez al mes durante los dos periodos de colecta,

se inspeccionaron todos los sitios del AMBA y Tandil.

Método de colecta. En cada sitio, se realizo una busqueda activa de mosquitos adultos en reposo
entre las 7:00 y las 15:00 horas utilizando aspiradores manuales (Silver 2008) y aspiradora-mochila
a bateria adaptada de Vazquez-Prokopec et al. (2009). En esta ultima, a diferencia del disefio original,
se utilizo6 una bateria de gel (12V 4.5AH) y un motor de ventilacion (modelo TA-450-DC-L-12v1).
Se realizaron entre cuatro y ocho aspiraciones, cada una con una duracién de 5 min segun el tamafio
y las caracteristicas de cada sitio. Los mosquitos colectados fueron transportados hasta el laboratorio

en una nevera eléctrica de 12V a 5-10°C para minimizar la digestion de la sangre.

3.1.3 Trabajo de laboratorio

Procesamiento de mosquitos. Las identificaciones taxonémicas de los mosquitos se realizaron en el
laboratorio de entomologia del Instituto de Investigacion e Ingenieria Ambiental de la Universidad
Nacional de San Martin (3iA-UNSAM) y en el laboratorio del Instituto Ecosistemas de la Universidad
Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA). Luego, todos los procedimientos
moleculares se realizaron en el primero mencionado. Dentro de un maximo de 24 hs después de cada
colecta, los mosquitos fueron sacrificados mediante congelacion durante aproximadamente 10 min.
Las hembras con ingesta de sangre fueron separadas por campafa/sitio e identificadas
morfologicamente a nivel de especie bajo un estereomicroscopio de 80x utilizando claves
dicotomicas para la region (Rossi et al. 2002), con la excepcion de los miembros del complejo Cix.

pipiens, que fueron identificados adicionalmente mediante técnicas moleculares (ver mas abajo). En
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Argentina, se ha documentado la presencia de Cx. quinquefasciatus en zonas subtropicales a
templadas y, Cx. pipiens en regiones templadas a frias. Esta Gltima presenta dos bioformas, pipiens y
molestus. En las zonas de simpatria donde convergen ambos miembros, se registran hibridos (Cardo
et al. 2020, Cardo et al. 2023, Cardo et al. 2024). Los miembros del complejo Cx. pipiens presentan
diferencias ecofisiologicas, entre ellas los patrones de ingesta sanguinea, con amplias implicaciones
en la transmision de enfermedades (Farajollahi et al. 2011). Por lo tanto, la identificacion taxonémica
de estos mosquitos por técnicas moleculares, asi como el analisis de su ingesta de sangre, es crucial
para comprender su rol como vectores. Aunque el estatus taxondémico de los miembros del complejo
aun es motivo de debate (Harbach 2012), para el propdsito de los resultados presentados en este
documento, Cx. quinquefasciatus y ambas bioformas de Cx. pipiens seran referidas como "especies”

en un sentido general.

El grado de digestion de cada ingesta sanguinea se estim¢ visualmente en funcion del color y tamafio
de la sangre ingerida, asi como de la presencia de huevos en el abdomen. Esta estimacion se clasifico
segln la escala Sella siguiendo a Santos et al. (2019). Las hembras clasificadas entre 11 y VI se
colocaron individualmente en tubos Eppendorf de 1,5 ml que contenian etanol al 96% y se
almacenaron a -20 °C. Antes de la extraccion de ADN (ver mas abajo), a cada hembra con ingesta de
sangre se le removid el abdomen del resto del cuerpo utilizando un estereomicroscopio de 80x, una
placa de Petri de vidrio esterilizada con etanol al 96% y pinzas entomologicas esterilizadas al fuego

para evitar la transferencia de ADN de un espécimen a otro.

Identificacion taxonémica de los miembros del complejo Culex pipiens. Para identificar los
miembros del complejo Cx. pipiens, se extrajo ADN de la cabeza, el torax y las patas de cada hembra
con ingesta sanguinea, utilizando uno de los siguientes métodos: 1) Extraccion de ADN con hidroxido
de amonio 4 M siguiendo a Vogels etal. (2016) y 2) Extraccién de ADN utilizando el kit de extraccion
de ADN genomico EasyPure® (Transgen Biotech). El primer método, mas econdémico, se utilizo para
sitios con muchos especimenes (n>20 individuos con ingesta de sangre por especie), mientras que el

segundo método se reservo para sitios con escasos ejemplares (<20).

La identificacion de los especimenes (bioformas Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus y sus hibridos)
siguiod los protocolos de PCR de Smith & Fonseca (2004) para la amplificacion del segundo intrén
del gen nuclear de la acetilcolinesterasa-2 (protocolo ) y, de Bahnck & Fonseca (2006) para la region
flanqueante 5' del locus CQ11 de los microsatélites de estas especies (protocolo II). El primer
protocolo amplifica una banda de 610 pb para Cx. pipiens y una banda da 274 pb para Cx.

quinquefasciatus, mientras que la presencia simultinea de ambas bandas indica formas hibridas. El
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protocolo II distingue entre ambas formas de Cx. pipiens, amplificando una banda de 250 pb para
molestus y una banda de 190-200 pb para pipiens; nuevamente, la presencia de ambas bandas indica
formas hibridas. Como resultado de la reactividad cruzada de cebadores, Cx. quinquefasciatus
amplifica un producto de PCR de tamafio similar al de Cx. pipiens molestus en el protocolo II; por lo
tanto, el uso combinado de ambos es necesario en areas de simpatria. En todas las pruebas se
incluyeron un control negativo (agua destilada) y controles positivos de Culex pipiens pipiens
(Francia), Cx. pipiens molestus (Inglaterra) y Cx. quinquefasciatus (Indonesia). Los controles
positivos fueron cortésmente proporcionados por la Dra. Dina Fonseca. Se realizo una electroforesis
de una alicuota de 5 pL de cada producto amplificado mezclado con 1 pL de buffer de carga 6X en
geles de agarosa al 1,5% (protocolo 1) y al 2% (protocolo II) que contenia bromuro de etidio (0,5
ug/mL) y buffer TBE 0,5X. Las bandas se visualizaron bajo un transiluminador UV. Para permitir la
estimacion del tamafo de las bandas observadas, se corrieron en paralelo marcadores moleculares de

ADN (PBL®) con una precision de 50 y 100 pb para los protocolos I y II, respectivamente.

Identificacion de la ingesta sanguinea. Los métodos actuales de analisis de la ingesta sanguinea se
basan principalmente en la PCR y la secuenciacion de Sanger. En general, el ADN del hospedador se
extrae de una ingesta de sangre, se amplifica un fragmento taxonomicamente informativo del ADN
del hospedador mediante PCR y se secuencia, y la secuencia resultante se compara con una base de

datos de referencia de secuencias de ADN (Kent 2009).

= Extraccion de ADN. El ADN del hospedador fue aislado de hembras individuales
con ingesta de sangre adaptando el protocolo HotShot desarrollado por Truett et al. (2000).
Utilizando pinzas entomologicas esterilizadas, se extrajo el abdomen de cada hembra analizada
y se coloco entero pelado en Eppendorf de 1,5 mL conteniendo 50 pL de buffer de lisis (NaOH
25 mM + EDTA 0,2 mM, pH 12,0). A continuacién, las muestras se incubaron en un bafio de
bloque seco a 95 °C durante 30 min y luego se colocaron en un bafio de hielo durante cinco min.
Luego, a cada muestra se adicion6 50 pL de buffer neutro (Tris-HCl 40 mM, pH 5,0) y se
homogeneiz6 con micropipeta y tip estéril. Finalmente, las muestras se conservaron a -20 °C hasta

ser amplificadas por PCR.

= Amplificacion por PCR. El ADN extraido se utilizé6 como templado en la PCR para

identificar los hospedadores vertebrados. Se utilizaron secuencias de cebadores publicadas
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previamente Mod_RepCOI _F (5’-TNTTYTCMACYAACCACAAAGA-3")y VertCOI_7216 R
(5’-CARAAGCTYATGTTRTTYATDCG-3"), que amplifican un  fragmento de
aproximadamente 244 pb del gen mitocondrial COI (Reeves et al. 2018). Cada PCR se realiz6 en
un volumen total de 30 pl, conformado por 3 ul de ADN y 27 ul de mezcla de PCR. Cada mezcla
contenia 18,15 pul de agua destilada estéril, 3 ul de buffer de reaccion 10X, 1,125 ul de cebador
forward [10 uM], 1,125 pl de cebador reverse [10 uM], 2,4 ul de ANTPs 10mM, 0,9 ul de MgCl,,
0,3 pl de Taq ADN polimerasa. Las condiciones de ciclado incluyeron una fase inicial a 94 °C
por 3 min, seguida de 40 ciclos de 94 °C por 40 seg, 48,5 °C por 30 seg 'y 72 °C por 60 seg, y un
paso de extension final de 72 °C durante 7 min segun el protocolo descripto por Reeves et al.
(2018). En todas las reacciones se incluyeron dos controles: 1) un control negativo en el que se
reemplazé el ADN extraido por agua destilada estéril para monitorear posibles contaminaciones,
y 2) controles positivos que comprendian dos vertebrados, un ave (Zenaida auriculata) y un
mamifero (Homo sapiens). Para cada producto de PCR, se cargaron 5 pL junto con 1 pL de buffer
de carga 6X en un pocillo de un gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL),
y se sometieron a electroforesis durante aproximadamente 30 min a 90 V. Posteriormente, los
productos de reaccion se visualizaron en un transiluminador UV para determinar el éxito de la
amplificacion. Se utilizé un marcador de peso molecular de ADN (PBL®) con una precision de
50 pb cargado junto con los productos de PCR para determinar por comparacion si la
amplificacion fue exitosa en funcion de la presencia de una banda cercana a la longitud del
fragmento esperado (244 pb). Las bandas en el gel fueron clasificadas con o sin amplificacion
segin la presencia de las bandas en el tamafio de fragmento esperado. Los productos de todas las

PCR exitosas se enviaron a Macrogen Korea para su purificacion y secuenciacion de ADN.

= Analisis de las secuencias. Los resultados de la secuenciacion se analizaron
utilizando el software ApE version 0.55 (Davis 2021). Primero, se realizé la limpieza de
secuencias para cada identificacion de sangre, eliminando las primeras 15-20 bases de los
cromatogramas, asi como las 10-50 bases del extremo 3’, ya que ambas regiones contenian
llamadas de bases ambiguas y no eran confiables para la interpretacion. La secuencia recortada
se compar6 luego con la base de datos de secuencias de ADN de GenBank (NCBI 2022). Se
asigno una identidad taxonémica a nivel de especie a una secuencia si era >98% similar a una

secuencia referenciada en la base de datos.
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3.1.4 Analisis de datos

Se construy6 una red bipartita para cada ambiente urbano (areas domésticas y areas verdes)
del AMBA y de Tandil. Se elaboraron cuatro matrices ponderadas de interaccion, con las especies de
mosquitos en las filas y las especies de vertebrados en las columnas. Las colectas mensuales se
agruparon y el valor en cada celda de la matriz fue el nimero total de ingestas de sangre identificadas
de cada especie de vertebrado para cada especie de mosquito durante todo el periodo de muestreo.
Para caracterizar la estructura de las redes de interaccion se utilizaron los siguientes indices: (1)
conectancia (connectance en inglés), es la proporcion realizada de enlaces posibles, calculada como
la relacion entre el numero real de vinculos (es decir, interacciones por pares entre especies) y el
nimero maximo de enlaces (Dunne et al. 2002); (2) H2: especializacion a nivel de red, mide la
especializacion complementaria, que ocurre cuando una especie o grupo de especies de mosquitos se
alimenta selectivamente de una especie o grupo de especies de vertebrados, y oscila entre 0 (sin
especializacion) y 1 (completamente especializada) (Bliithgen et al. 2006); y (3) anidamiento basado
en la superposicion pareada y la disminucion del relleno (NODF, por sus siglas en inglés), es una
métrica de anidamiento que considera la superposicion entre pares de nodos; varia entre 0 (no
anidamiento) y 100 (anidamiento completo), mientras que los valores intermedios indican

asociaciones aleatorias (Almeida-Neto et al. 2008).

La significancia de las métricas mencionadas se determind mediante la comparacion de los valores
observados para cada red con las estimaciones esperadas segin 1000 matrices generadas con una
distribucion aleatoria de las interacciones manteniendo los valores marginales fijos (modelos nulos;
Patefield 1981). Se calcularon los Z-scores para cuantificar la significancia estadistica de cada métrica
observada en comparacion con la distribucion de valores del modelo nulo, calculados para cada indice

como:

z_indiceij = (Iobservadoij- media(Inulo_modeloi))/ sd(Inulo_modeloif)

siendo i cada indice (conectancia, H2, NODF) y ; AMBA-doméstico, AMBA-verde, Tandil-
doméstico o Tandil-verde. Cada valor observado se grafico frente a la distribucion de valores
aleatorios y luego se probd cuanta desviacion estdndar tenia cada métrica observada de la media de

los valores de los modelos nulos, asumiendo una distribucién Gaussiana.

También se calcularon los siguientes indices a nivel de especie. La fuerza de interaccion de las

especies se obtuvo para los hospedadores vertebrados con el fin de cuantificar la relevancia de una
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especie entre todos sus asociados, oscilando entre 0 (relevancia minima) y el nimero de especies en
el otro grupo (relevancia maxima) (Bascompte et al. 2006). Para las especies de mosquitos, se calculd
el indice de diferencias pareadas (PDI), este es un estimador ponderado del numero de interacciones
de cada especie de mosquito con el nivel de vertebrados y toma valores entre 0 (generalista) y 1
(especialista) (Poisot et al. 2011). También se calculd el nimero efectivo de vertebrados picados por
cada especie de mosquito utilizando el indice de especies asociadas efectivas. Este indice puede variar
desde 1 (valor minimo), indicando la presencia de una unica especie en la comunidad (ausencia total
de diversidad), hasta el nimero total de especies observadas, representando el valor maximo. Este
ultimo valor, puede ser igual al nimero de especies observadas si todas las especies estan igualmente

representadas en términos de abundancia, reflejando una distribucion equitativa.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Composicion y abundancia relativa de mosquitos

En total, se colectaron 329 hembras con ingesta de sangre (264 ejemplares en AMBA y 65
en Tandil). En el AMBA, los especimenes pertenecian a 10 especies de mosquitos, siendo el 73,1%
(193 ejemplares) miembros del complejo Cx. pipiens, seguidos de Ade. albifasciatus (11%), Ae.
aegypti (8%), Culex apicinus (3%), Culex chidesteri (2%), Aedes crinifer (1%) y Culex maxi (1%),
todos presentes tanto en areas domésticas como en areas verdes. Las hembras alimentadas de Cx.
bidens, Culex dolosus y Culex lahillei fueron colectadas exclusivamente en areas verdes,
comprendiendo menos del 1% del total de colectas para cada especie (Tabla 3.1). En Tandil, se
colectaron cinco especies de mosquitos; Ae. albifasciatus representd el 34% del total de capturas con
ingesta y fue la tnica especie colectada en areas verdes, mientras que en las areas domésticas fueron
colectados los miembros del complejo Cx. pipiens (31%), Ae. aegypti (19%), Cx. apicinus (13%) y
Cx. dolosus (3%) (Tabla 3.1). La identificacion de los miembros del complejo Cx. pipiens fue exitosa
para 57 de las 66 hembras con ingesta sanguinea (AMBA: 44/52, Tandil: 13/14). En ambas
urbanizaciones se identificaron Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens molestus y el hibrido entre ambas,

aunque en diferentes proporciones; no se colectd ningtn ejemplar de Cx. pipiens pipiens (Tabla 3.1).
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Se identificaron 103 ingestas sanguineas, 58 del AMBA y 45 de Tandil (Tabla 3.1); los

especimenes restantes no mostraron una banda visible en el analisis de PCR. En total, se identifico

sangre de 23 especies de vertebrados (18 aves, 5 mamiferos) en ingestas de Ae. aegypti, Ae.

albifasciatus, Cx. apicinus, Culex bidens, Cx. chidesteri, Cx. dolosus, Cx. lahillei y 1os miembros del

complejo Cx. pipiens (Figura 3.1). Ninguna de las ingestas de Ae. crinifer (n =3) y Cx. maxi (n=12)

pudo ser identificada.

Tabla 3.1 Numero de hembras con ingesta de sangre colectadas [y nimero de ingestas de sangre
identificadas] por especie de mosquito en areas domésticas y areas verdes del Area Metropolitana de

Buenos Aires (AMBA) y Tandil, Argentina.

AMBA Tandil
Especies Ar’ea's Areas A'r'ea.s Areas
domésticas verdes domésticas verdes
Aedes aegypti 21 [0] 1 [0] 12 [11] -
Aedes albifasciatus 20 [0] 8 [0] 10 [7] 12 [8]
Aedes crinifer 1 [0] 2 [0] - -
Culex apicinus 6[1] 1[1] 9 4] -
Culex bidens - 2[1] - B}
Culex chidesteri 1 [0] 4 10] - -
Culex dolosus - 1 [0] 2 [1] -
Culex lahillei - 1[1] - -
Culex maxi 1 [0] 1 [0] - -
Culex pipiens s.1.* 144 [38] 49 [14] 20 [14] -
Culex pipiens molestus 2] [2] [11] -
Culex quinquefasciatus [27] [8] [1] -
Hibrido** (4] [1] [1] -
Sin diferenciar [5] [3] [1] -
TOTAL 194 [39] 70 [19] 53 [37] 12 [8]

*indica los miembros del complejo Cx. pipiens.
** forma hibrida entre Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus.
(-) No se colecto; [0] No se identifico.
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Figura 3.1 Fuentes de ingesta sanguinea de mosquitos colectados en areas domésticas y verdes del
Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y Tandil, Argentina.
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En el AMBA, se identificd sangre de 20 especies de vertebrados (17 aves, 3 mamiferos) de seis
especies de mosquitos mas el hibrido entre Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens molestus (Figura 3.1).
Las aves estuvieron representadas por 13 familias (Ardeidae, Accipitridae, Columbidae, Furnariidae,
Icteridae, Mimidae, Picidae, Phasianidae, Psittacidae, Rallidae, Sturnidae, Troglodytidae, Turdidae).
En areas domésticas (n = 39), se identificaron 36 ingestas sanguineas de 10 especies de aves; Zenaida
auriculata (Columbiformes: Columbidae) (14), Turdus rufiventris (Passeriformes: Turdidae) (6),
Mimus saturninus (Passeriformes: Mimidae) (5), Patagioenas picazuro (Columbiformes:
Columbidae) (3), Furnarius rufus (Passeriformes: Furnariidae) (2), Troglodytes aedon
(Passeriformes: Troglodytidae) (2), Icterus cayanensis (Passeriformes: Icteridae) (1), Sturnus
vulgaris (Passeriformes: Sturnidae) (1), Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae) (1) y Leptotila
verreauxi (Columbiformes: Columbidae) (1). En areas verdes (n = 19), se identificaron 18 ingestas
sanguineas de 11 especies de aves; Z. auriculata (5), Columba livia (Columbiformes: Columbidae)
(2), Myiopsitta monachus (Psittaciformes: Psittacidae) (2), T. rufiventris (2), Ageloides badius
(Passeriformes: Icteridae) (1), Aramides cajanea (Gruiformes: Rallidae) (1), Colaptes melanochloros
(Piciformes: Picidae) (1), M. saturninus (1), Nycticorax nycticorax (Ciconiiformes: Ardeidae) (1), P.
picazuro (1) y Parabuteo unicinctus (Accipitriformes: Accipitridae) (1). Respecto a los mamiferos,
Canis lupus (Carnivora: Canidae) (2) y Felis catus (Carnivora: Felidae) (1) fueron identificados a
partir de especimenes de Cx. quinquefasciatus colectados en areas domésticas, mientras que
Myocastor coypus (Rodentia: Echimyidae) (1) fue encontrado en un espécimen de Cx. pipiens

molestus de areas verdes (Figuras 3.1y 3.2).

En Tandil, se identific sangre de seis especies de vertebrados (3 aves, 3 mamiferos) de seis especies
de mosquitos mas el hibrido entre Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens molestus (Figuras 3.1 y 3.3).
Las aves estuvieron representadas por tres familias (Columbidae, Passeridae y Troglodytidae). En
areas domésticas (n = 37), se registraron siete ingestas de sangre de aves, la mayoria de ellas
correspondientes a Z. auriculata (5) y una unica ingesta de sangre de Passer domesticus
(Passeriformes: Passeridae) y T. aedon (Figuras 3.1 y 3.3). Entre los mamiferos, 29 muestras
correspondieron a Homo sapiens (Primates: Hominidae) aisladas de Ae. aegypti (11), Ae.
albifasciatus (6) y el complejo Cx. pipiens, y Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae) en una ingesta de
Ae. albifasciatus. En éareas verdes (n = 8), se identifico sangre de tres especies de mamiferos: H.

sapiens (4), B. taurus (3) y C. lupus (1) (Figuras 3.1y 3.3).
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Figura 3.2 Redes bipartitas de comunidades de mosquitos (nivel inferior) y sus hospedadores
vertebrados (nivel superior) en arecas domésticas (A) y verdes (B) del AMBA (Argentina) de
noviembre a mayo de 2019-2020 y de abril a mayo de 2021-2021. En el nivel inferior, las especies
de Culex estan representadas en blanco. Los colores del nivel superior son gris oscuro para los
hospedadores mamiferos y gris claro para los hospedadores aviares. El grosor de las lineas de

conexion indica la fuerza de las

interacciones (nimero de ingestas sanguineas identificadas).
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Figura 3.3 Redes bipartitas de comunidades de mosquitos (nivel inferior) y sus hospedadores
vertebrados (nivel superior) en areas domésticas (A) y verdes (B) de Tandil (Argentina) de noviembre
a mayo de 2019-2020 y de abril a mayo de 2021-2021. Los colores de nivel inferior son negro para
las especies de Aedes y blanco para las especies de Culex. Los colores de superior alto son gris oscuro
para los hospedadores mamiferos y gris claro para los hospedadores aviares. El grosor de las lineas
de conexidn indica la fuerza de las interacciones (nimero de ingestas sanguineas identificadas).
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3.2.3 Redes de interaccion mosquito-hospedador

En el AMBA, la red de interaccion mosquito-hospedador en areas verdes estuvo compuesta
por mas especies de mosquitos que en areas domésticas, aunque ambos presentaron un niimero similar
de hospedadores vertebrados (Figura 3.2). En contraste, en Tandil, la red de interaccion en areas
domesticas estuvo compuesta por mdas especies tanto de mosquitos como de hospedadores
vertebrados, incluyendo mamiferos y aves, en comparacion con las areas verdes. En éstas ultimas, la
red fue extremadamente pequefia y estuvo conformada por una unica especie de mosquito colectada

con ingesta (Figura 3.3), lo que impidio el calculo de indices de red.

En el AMBA, la proporcion de enlaces realizados fue menor en areas verdes que en domésticas, como
lo reflejan los valores de conectancia (Tabla 3.2). Para areas verdes del AMBA y areas domesticas
de Tandil, el indice de conectancia obtenido fue inferior a la distribucion de valores simulados por
los modelos nulos, lo que sugiere cierto grado de seleccion de hospedador. En concordancia, la
métrica H2 fue superior a la esperada por azar, mientras que la estimacion del indice NODF observado

no difiri6 significativamente de la esperada por azar (Tabla 3.2).

A nivel de especie, en ambos ambientes del AMBA Cx. quinquefasciatus exhibi6 el valor mas bajo
de PDI y el valor mas alto de especies asociadas efectivas, lo que sugiere un patrén de ingesta
generalista (Tabla 3.2, Figura 3.2). En Tandil, se observo un patron similar para Cx. apicinus, que
estaba mas conectado, pero exclusivamente con hospedadores aviares, y presento el valor mas bajo
de PDI y el valor mas alto de especies asociadas efectivas (Tabla 3.2, Figura 3.3). Las especies de
Aedes presentaron un alto nimero de ingestas de sangre identificadas exclusivamente de mamiferos,
en particular, de. aegypti exhibi6 una especializacion por humanos (Tabla 3.2). Cabe destacar que,

en Tandil, la especie mas conectada dentro del complejo Cx. pipiens fue Cx. pipiens molestus.

Respecto a los hospedadores vertebrados, en ambas areas del AMBA, dos especies de aves, Z.
auriculata y T. rufiventris, presentaron los valores de fuerza de interaccion mas altos. En contraste,
en areas domésticas de Tandil, H. sapiens parece ser la fuente de sangre clave para los mosquitos

entre otros animales, con el valor de fuerza mas alto, seguido por Z. auriculata (Tabla 3.3).
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Tabla 3.2 Caracterizacion de las interacciones entre mosquitos y hospedadores en areas domésticas y
verdes del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y Tandil, Argentina.

AMBA Tandil

Areas domésticas Areas verdes Areas domésticas  Areas verdes

Nivel de red
Conectancia 0,34 0,17° 0,31° ¢
H2 0,33 0,54° 0,54° ¢
NODF 41,26 9,85 38,17 ¢

Nivel de especies

PDI | asociadas efectivas

Aedes aegypti 1)1

Aedes albifasciatus 0,95] 1,5 0,50 2,65
Culex apicinus 11 11 0,7512,83

Culex bidens 1|1

Culex chidesteri 0,892

Culex dolosus 1)1

Culex lahillei 11

Culex pipiens molestus 0,902 0,892 0,94 1,31

Culex quinquefasciatus 0,83 6,02 0,89 3,36 1|1

Hibrido* 0,9012,83 11 11

Los indices a nivel de red son: conectancia, especializacion a nivel de red (H2) y anidamiento basado
en la superposicion pareada y la disminucion del relleno (NODF); los indices a nivel de especie de
mosquito son el indice de diferencias pareadas (PDI) y las especies asociadas efectivas.

* Forma hibrida entre Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus.
#Menor de lo esperado en comparacion con los modelos nulos.
®Mayor de lo esperado en comparacioén con los modelos nulos.

¢ No es posible calcular el indice debido al tamafio de la red.
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Tabla 3.3. Fuerza de las interacciones entre especies de vertebrados y mosquitos en areas domésticas
y verdes del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) y Tandil, Argentina.

AMBA Tandil
Especies Areas domésticas  Areas verdes Areas domésticas  Areas verdes
Mamiferos
Homo sapiens 4,675
Bos taurus 0,143 0,375
Canis lupus 0,074 0,125
Felis catus 0,037 0,5
Myocastor coypus 0,5
Aves
Aramides cajanea 1
Columba livia 0,25
Furnarius rufus 0,037
Gallus gallus 0,25
Icterus cayanensis 0,037
Mimus saturninus 0,185
Molothrus badius 0,5
Myiopsitta monachus 1
Nycticorax nycticorax 0,125
Parabuteo unicinctus 1
Passer domesticus 0,25
Patagioenas picazuro 0,287 0,5
Sturnus vulgaris 0,5
Troglodytes aedon 0,037 0,25
Turdus rufiventris 1,185 0,625
Zenaida auriculata 1,37 1,5 1,682
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3.3 DISCUSION

En este capitulo se compararon los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos entre usos del
suelo urbano con caracteristicas contrastantes en urbanizaciones de distinto tamafio poblacional. Se
presentan los primeros datos en Sudamérica sobre la identificacion de la ingesta sanguinea de Ae.
aegypti y Cx. bidens, y en particular los primeros registros de ingesta de sangre humana de Ae.
aegypti, Ae. albifasciatus y Cx. pipiens molestus (ver Anexo 2.2). Entre los hospedadores
identificados, los mamiferos representaron el 41% del total de las ingestas, siendo éstas de humano
(H. sapiens), vaca (B. taurus), perro (C. lupus), gato (F. catus) y coipo (M. coypus). Respecto a los
hospedadores aviares, las especies mejor representadas fueron la paloma torcaza (Z. auriculata) y el

zorzal colorado (7. rufiventris).

Los mosquitos del género Aedes se alimentaron exclusivamente de mamiferos. Aunque muchos
estudios han demostrado la preferencia de Ae. aegypti por los humanos en otras regiones (e.g.
Pruszynski et al. 2020) y su rol central como vector de flavivirus, en Sudamérica no se habian
realizado estudios previos en especimenes colectados en campo (ver Anexo 2.2). Aqui, los humanos
fueron la unica fuente de ingesta de sangre identificada para esta especie. Ae. albifasciatus fue la
Unica especie con ingesta de sangre colectada en areas verdes y domésticas de ambas urbanizaciones.
Las ingestas identificadas fueron exclusivamente de humanos, vacas y perros, en concordancia con

resultados previos obtenidos en el pais (Hack et al. 1978, Cardo & Vezzani 2023).

Respecto a los miembros del complejo Cx. pipiens, el presente capitulo aporta evidencia de que las
especies presentes en la region se alimentan de diversos vertebrados incluyendo mamiferos, aves
silvestres y domésticas. Para Cx. pipiens molestus, se identificaron por primera vez a humano, coipo,
paloma torcaza, estornino pinto (S. vulgaris) y tordo musico (4. badius) como hospedadores. A su
vez, para Cx. quinquefasciatus los nuevos registros de hospedadores corresponden exclusivamente a
especies de aves, i.e., paloma doméstica (C. livia), hornero comtn (F. rufus), turpial boyerito (/.
cayanensis), garza bruja (N. nycticorax) y ratona comun (7. aedon). De las 18 especies de aves
identificadas como hospedadores en el presente capitulo, ocho han sido encontradas naturalmente
infectadas con los virus de la ESL y del NO y cuatro solo con ESL (Diaz et al. 2011, 2018). En el
AMBA, la paloma torcaza y el zorzal colorado mostraron las mayores interacciones con los mosquitos
(i.e. mayores valores de fuerza), mientras que en Tandil, la paloma torcaza fue el segundo hospedador
clave, después del humano. El bajo nimero de ingestas de sangre identificadas de Cx. apicinus, Cx.

bidens, Cx. chidesteri, Cx. dolosus y Cx. lahillei no permite establecer patrones para estas especies.

Los indices de conectancia y H2 obtenidos para las areas verdes del AMBA vy las areas domésticas

de Tandil indicaron la ocurrencia de patrones agregados y sugirieron cierto grado de seleccion de
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hospedadores; los mosquitos del género Aedes tendieron a alimentarse de mamiferos, mientras que
los mosquitos Culex mostraron patrones de alimentacion oportunistas. Ademas, en ambos ambientes
del AMBA, los indices calculados a nivel de especie indicaron que Cx. quinquefasciatus fue el
mosquito menos especializado, 1o que sugiere un patrén de alimentacion generalista. En Tandil, se
observo un patron similar para Cx. apicinus que estuvo mas conectado, pero exclusivamente con
especies de aves. Aunque algunas especies de mosquitos presentaron un comportamiento especialista
como Ae. aegypti que se alimentd exclusivamente de humanos y presenta un rol clave en la
transmision de enfermedades vectoriales, las especies generalistas también podrian ser relevantes en
salud. Estas ultimas, son sefialadas como vectores puente en infecciones zoondticas, al transmitir
patogenos de un hospedador reservorio a otros hospedadores susceptibles (Gratz 2004, Hoyos et al.
2021). En este escenario, la red de interaccion mosquito-hospedador en distintos usos del suelo
urbanos estaria en parte determinada por la composicion de la comunidad de mosquitos, que a su vez
esta influenciada por la diversidad de habitats acuaticos disponibles; e.g. tipo y estabilidad de los
cuerpos de agua y estrategias de oviposicion de los mosquitos (Cardo et al. 2011, 2012). Aunque
algunas especies a menudo vuelan distancias largas (5 a 10 km) en busca de un hospedador potencial
o habitat larval (Charlwood et al. 1988, Goodman et al. 2018), una ingesta de sangre representa una
carga pesada para un mosquito en términos de su capacidad de dispersion. En consecuencia, después
de alimentarse los especimenes suelen permanecer a menos de 1 km de su fuente de ingesta sanguinea

(Orsborne et al. 2019, Hernandez-Colina et al. 2021).

Entre las limitaciones de las investigaciones presentadas en este capitulo se encuentra, en primer
lugar, la falta de amplificacion de las ingestas de sangre en mosquitos del género Aedes en el AMBA.
Esto podria deberse a tiempos de almacenamiento prolongados que afectaron el rendimiento de la
PCR. En segundo lugar, este estudio utilizo todos los mosquitos cuyos abdomenes contenian sangre
en distintas cantidades. Los mosquitos colectados en el AMBA presentaron indices Sella entre Il y
VI, mientras que la mayoria de los mosquitos colectados en Tandil tenian el abdomen lleno (indice
Sella II). Se ha reportado que el indice Sella esta correlacionado con el éxito de amplificacion (Cardo
et al. 2023). Por tltimo, el escaso nimero de hembras de mosquitos con ingesta de sangre colectadas
mensualmente impidi6 analizar patrones estacionales, que podrian ser clave para mejorar la

comprension de la variacion en los patrones de ingesta sanguinea en usos del suelo urbanos.
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CAPITULO IV

INGESTA SANGUINEA DE MOSQUITOS
EN FUNCION DE LA ABUNDANCIA DE
VERTEBRADOS

En este capitulo se propone y testea un diserio en entornos predominantemente rurales para evaluar
la asociacion entre los patrones de ingesta sanguinea de los mosquitos y la abundancia de
hospedadores vertebrados, el cual pretende superar ciertas limitaciones metodologicas respecto a la
estimacion de abundancia de vertebrados en estudios de campo. La intencion es responder algunas
preguntas disparadoras acerca de la relacion entre los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos
v la disponibilidad de vertebrados, como, por ejemplo: ;jalgunas o todas las especies de mosquito se

alimentan del vertebrado mas abundante?
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En los estudios de campo, la composicion y la abundancia relativa de vertebrados en un
ambiente determinado son clave para interpretar los patrones de ingesta sanguinea de los mosquitos
recolectados en un ambiente dado; sin embargo, estos factores rara vez se consideran (Yan et al.
2021). La ausencia de datos sobre la comunidad de hospedadores se debe principalmente a
limitaciones metodologicas, desde los desafios asociados a la estimacion de la abundancia relativa de
diferentes taxones de vertebrados a los sesgos inherentes a las técnicas de muestreo, como la
observacion, el conteo y la captura de especies de vertebrados en condiciones naturales (Anexo 2.2).
Para abordar estos desafios, aqui, se propone un disefio de estudio alternativo que implica “fijar” la
disponibilidad de un hospedador especifico, es decir, mantener la presencia predominante de una
especie de vertebrado de manera constante en el espacio y el tiempo, respecto a otras posibles fuentes
de alimentacion. Este enfoque se basa en realizar las capturas de mosquitos en sitios donde una
especie de vertebrado es sobreabundante, como por ejemplo en usos del suelo dedicados a la cria o
cuidado de una especie de vertebrado especifica. La comparacion de los patrones de ingesta sanguinea
de los mosquitos entre entornos con un vertebrado sobreabundante proporcionara informacion valiosa
y facilitara la comprension de estos patrones en entornos semicontrolados. Una especie de mosquito
con una fuerte preferencia innata por un hospedador especifico deberia evitar al vertebrado
sobreabundante si este no es su hospedador preferido. Por el contrario, una especie generalista deberia
alimentarse principalmente del vertebrado sobreabundante independientemente de su identidad. Por
ejemplo, en un escenario donde los perros son excesivamente abundantes respecto al resto de los
vertebrados, /todos o la mayoria de los mosquitos, o los mosquitos de determinadas especies, se
alimentaran exclusivamente de perros? En caso contrario, ;habrd una proporcion de las ingestas
sanguineas obtenidas de otras especies de vertebrados poco abundantes? Estas son algunas de las

preguntas fundamentales que se abordan en este capitulo.

Estudios ecologicos sobre los patrones de alimentacion de mosquitos en presencia de un vertebrado
sobreabundante han sido realizados en instalaciones ecuestres (e.g. Tantely et al. 2022, Cardo et al.
2023, Cardo & Vezzani 2023), granjas de ganado (Brugman 2016) y granjas porcinas (Stelder et al.
2023). Los hallazgos de dichos estudios sugieren que la disponibilidad local de vertebrados puede
afectar los ciclos de transmision de patogenos, y que es necesario determinar la interaccion mosquito-
hospedadores en diferentes escenarios locales para obtener una vision integral de su dinamica. Hasta
donde sabemos, no existen estudios publicados donde hayan utilizado este enfoque simultaneamente
en diferentes entornos con un vertebrado sobreabundante. El presente capitulo tiene como objetivo
evaluar los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos comparando usos del suelo con una especie

de vertebrado sobreabundante.
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4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Area de estudio

La Region Metropolitana de Buenos Aires (RMBA) incluye la Ciudad Autéonoma de Buenos
Aires (CABA; 34°36’S, 58°23°0) y 40 distritos de la Provincia de Buenos Aires. Se extiende
geograficamente por el drea que abarca el rio de la Plata, el Delta del rio Parand y en su limite
pampeano la Ruta Provincial 6 (Observatorio AMBA 2023). Dentro de la RMBA, la Cuenca del rio
Reconquista constituye una de sus tres grandes cuencas hidricas, abarcando una superficie territorial
de 1.670 km? (Potocko 2017). El estudio se llevo a cabo en 13 sitios distribuidos en siete
municipalidades (General Las Heras, General Rodriguez, Hurlingham, Malvinas Argentinas, Marcos
Paz, San Isidro y Tigre; Figura 4.1), las cuales abarcan aproximadamente 2.105 km? con una
poblacion total de 1.513.409 habitantes y la densidad poblacional varia entre 17 y 448 hab/km?
(INDEC 2022).

-59°30.0" -59°0.0 -58°30.0' -58°0.0"

[] Cuenca rio Reconquista
—— Rio Reconquista y afluentes

[] Municipalidades incluidas en el estudio

Homo sapiens
Bos taurus
Canis lupus Riodela Plata

Oryctolagus cuniculus

-34°30.0

Gallus gallus

34°30.0
- $ e A=

Reptiles

Estaciones meteorologicas

-35°0.0"
-35°0.0

10 0 10 km
[
-59°30.0" -59°0.0" -568°30.0' -58°0.0"

Figura 4.1 Ubicacion de los 13 sitios de muestreo en los que se colectaron hembras de mosquitos con
ingesta de sangre dentro de la cuenca del rio Reconquista, Provincia de Buenos Aires, Argentina.
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4.1.2 Trabajo de campo

Colecta de mosquitos. El muestreo se realizd bimestralmente entre noviembre de 2021 y abril de
2022, para un total de tres campaiias correspondientes a primavera (noviembre-diciembre), verano
(enero-febrero) y otofio (marzo-abril). Para caracterizar las condiciones meteorologicas del periodo
de muestreo, se obtuvieron datos de cuatro estaciones ubicadas dentro del area de estudio; El Palomar
[EP], Campo de Mayo [EC], Moron [EM] y San Fernando [EF], proporcionados por el Servicio
Meteorologico Nacional (Figura 4.1). Estos datos incluyen la temperatura minima y méaxima diaria
(°C), la precipitacion acumulada mensual (mm) y la humedad relativa diaria (%, min. — max.), los
cuales fueron extraidos para cada estacion entre noviembre y abril y se resumieron por mes,

calculando la media para cada variable (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Datos meteorologicos del periodo de estudio resumidos por mes a partir de cuatro estaciones
meteoroldgicas del area de estudio; El Palomar, Campo de mayo, Morén y San Fernando. Datos
obtenidos del Centro de Informacion Meteorologica, Servicio Meteorologico Nacional, Argentina.

Precipitacion

<o o
Temperatura media °C HR % acumulada media

Ao Mes

(Min - Mix) (Min - Mix) mensual (mm)
2022 Noviembre (14’327018226’55) 65 (43 - 87) 102,63
Diciembre (18’6? ’;9’59) 63 (42 - 84) 8,85
2023 Enero (19’7235i5330’75) 65 (46 - 83) 119,65
Febrero (16’429212247’50) 68 (49 - 88) 111,63
Marzo (13’0179i6;5’16) 72 (51 -93) 79,25
Abril 16,69 71 (48 - 95) 71,85

(9,41 - 22,46)
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Los sitios de muestreo fueron seleccionados en funcion de la sobreabundancia permanente de un
hospedador potencial especifico de la siguiente manera: 3 campos de ganado (Bos taurus; Bl a B3),
1 granja de conejos (Oryctolagus cuniculus; O), 3 granjas de pollos (Gallus gallus; G1 a G3), 2
guarderias caninas (Canis lupus; C1 y C2), 3 hospitales geriatricos (Homo sapiens; H1 a H3) y 1
serpentario (reptiles; R). Los primeros tres entornos son instalaciones rurales productivas
caracterizadas por la cria y venta de animales. Las guarderias caninas funcionan como refugios
temporales para animales de compaiiia. Los hospitales geridtricos son centros destinados al cuidado
de personas mayores y convalecientes que requieren atencion especializada las 24 horas del dia. En
estos ultimos entornos, los residentes suelen pasar tiempo al aire libre durante el dia, especialmente
en patios exteriores y areas comunes disefiadas para socializar o recibir terapia. El serpentario es un
centro educativo de rescate de fauna y de especies en transito, dedicado a la educacion ambiental y
conservacion de reptiles. Todos los sitios se caracterizan por una dinamica hidrolégica similar
impulsada principalment por los patrones de precipitacion regional, con la excepcion de la granja de
conejos, ubicada en el bajo Delta del rio Parana. Este sitio experimenta una dinamica hidrologica mas
compleja, influenciada no solo por la precipitacion local, sino también por el caudal del rio Parana y
las fluctuaciones de marea del rio de La Plata. La interaccion entre estos factores crea un mosaico de
habitats, promoviendo la heterogeneidad del paisaje y la coexistencia de especies adaptadas a
diferentes nichos ecologicos, lo que conduce a una mayor diversidad ecoldgica de la esperada en otras

areas de latitudes similares (Kandus & Malvarez 2002).

Los lugares de colecta incluyeron areas de descanso tanto naturales como artificiales, ubicadas en
interiores y exteriores. Estos lugares abarcaban establos de ganado, cobertizos (e.g. para gallinas y
perros o almacenamiento de herramientas), jaulas de animales, oficinas, galerias y zonas con
vegetacion. En los hospitales geriatricos, debido a razones de privacidad y normativas, no se ingreso
a las habitaciones y las colectas se realizaron en interiores de las areas comunes (e.g. la oficina de
administracion) y entre la vegetacion en espacios al aire libre o exteriores. En cada sitio, se realizo
una busqueda activa de mosquitos adultos en reposo entre las 7:00 y las 16:00 hs, conforme se

menciona en el Capitulo III, seccion 3.1.2.

Durante la ultima campana, se encuesto a los propietarios o administradores de todos los sitios para
conocer la presencia estable (pernocte) y el rango del nimero de personas y animales domésticos.
Es importante resaltar que un vertebrado sobreabundante dado en un entorno podria estar presente
en otro entorno, aunque en muy baja abundancia, dado que se trata de animales domésticos. Por
ejemplo, se reportaron dos pollos en la granja de conejos, y siete perros y seis conejos residian en

una granja de pollos (Tabla 4.2).
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4.1.3 Trabajo de laboratorio.

Tanto las identificaciones taxonémicas de los mosquitos como de las ingestas se realizaron conforme

a los procedimientos descritos en la seccion 3.1.3 del Capitulo I11.

4.1.4 Analisis de datos

Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (ACP) a partir de una matriz en la que los
"sitios" (filas) representaban las colectas realizadas en cada sitio muestreado durante cada bimestre.
A diferencia del ACP tradicional, las "variables" (columnas) consistian en pares que comprendian
una especie de mosquito con ingesta sanguinea y la especie de hospedador de la que se alimento. Los
objetivos de este andlisis fueron: (1) evaluar si las campanas realizadas en sitios idénticos estan
agrupadas (0 no), lo que indica la ausencia (o presencia) de un efecto estacional; (2) determinar si los
sitios que presentan el mismo hospedador sobreabundante estan agrupados; y (3) cuantificar hasta
qué punto las variables, representadas por los pares de especies mosquito-hospedador, explican el

ordenamiento.

Se excluyeron del analisis los sitios que no fueron visitados en una campaiia o en un evento de colecta
determinado (e.g. B1 en nov-dic, indicados como NV en la Tabla 4.3) o aquellos sitios que no tenian
ninguna ingesta de sangre identificada (e.g. B3, R). Luego, los hospedadores (i.e. ingestas
identificadas) se agruparon en cuatro categorias: (a) humano, (b) mamiferos domésticos (perro, vaca,
oveja, conejo), (c) aves domésticas (pollo) y (d) aves silvestres. La matriz resultante presento 26 filas
y 14 columnas, y se escalo previo al analisis para compensar el hecho de que algunos pares de especies
de mosquito-hospedador vertebrado eran mas abundantes que otros. Los analisis se realizaron en R
4.3.2 (R Core Team 2023) utilizando la funcion prcomp del paquete stats para el ACP y el paquete

factoextra (Kassambara & Mundt 2020) para su visualizacion.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Composicion y abundancia relativa de mosquitos

De las 3.367 hembras de mosquitos colectadas, 1.642 presentaron ingesta sanguinea. Mas del
87% (1.434) de las hembras alimentadas pertenecian al complejo Cx. pipiens y se colectaron en todos

los entornos muestreados. Los especimenes alimentados restantes correspondieron a 3 especies del
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género Aedes, 5 de Culex, 1 de Isostomyia y 1 de Psorophora (Tabla 4.3). Los ejemplares con ingesta
de sangre de Ae. crinifer (n = 72; 4% de todos los especimenes alimentados), Ps. ferox (70; 4%) e
Isostomyia paranensis (37; 2%) fueron colectados exclusivamente en la granja de conejos, mientras
que Cx. eduardoi (n=11), Ae. albifasciatus (7), Ae. aegypti (5), Cx. chidesteri (3), Cx. bidens/interfor
(1), Cx. dolosus (1) y Cx. lahillei (1) fueron colectados en uno o mas sitios (Tabla 4.3), cada especie
representando menos del 1% de todos los especimenes alimentados. Entre los seis entornos
muestreados, el numero de especies con ingesta de sangre fue mayor en la granja de conejos (8 +
hibrido), intermedio en los hospitales geriatricos (5) y menor en los campos de ganado, las guarderias
caninas, las granjas de pollos y el serpentario (3) (Tabla 4.3). En este tltimo, ninguna de las ingestas

de de. aegypti (n = 2), Ae. albifasciatus (n = 1) y complejo Cx. pipiens (n = 1) pudo ser identificada.

Entre las 1.434 hembras alimentadas del complejo Cx. pipiens, se logré identificar con éxito ADN
aislado en 44 de los 57 especimenes (77%) procesados con el kit de extraccion, y en 95 de los 266
especimenes (36%) utilizando hidroxido de amonio. En total, 139 especimenes fueron identificados
exitosamente mediante técnicas moleculares, reportandose Cx. quinquefasciatus, Cx. pipiens
molestus y el hibrido entre ambas especies. Los especimenes de Cx. quinquefasciatus con ingesta de

sangre fueron mas abundantes que los de Cx. pipiens molestus en todos los entornos (Tabla 4.3).

4.2.2 Identificacion de la ingesta de sangre

Interacciones mosquito-hospedador

De las 1.642 hembras con ingesta de sangre colectadas, se realizo el analisis de la ingesta
sanguinea en 461 especimenes, logrando identificar exitosamente la especie de hospedador en 242
muestras (53%). De estas, sangre de 17 especies de vertebrados (5 mamiferos, 12 aves) fue aislada
de Ae. aegypti, Ae. albifasciatus, Ae. crinifer, Cx. chidesteri, Cx. eduardoi, Is. paranensis, Ps. ferox,
Cx. pipiens molestus, Cx. quinquefasciatus y el hibrido entre estas dos ultimas (Tabla 4.4). Las
muestras de sangre de Cx. bidens/interfor, Cx. dolosus y Cx. lahillei (un espécimen cada una) no
amplificaron. Los hospedadores mamiferos, todos ellos especies domésticas, fueron identificados en
148 ingestas de sangre (61% del total); éstas se aislaron de ocho especies de mosquitos mas el hibrido.
Las aves estuvieron representadas por nueve familias de cinco oOrdenes, Accipitridae
(Accipitriformes), Columbidae (Columbiformes), Phasianidae  (Galliformes), Ardeidae
(Pelecaniformes) y Cardinalidae, Furnariidae, Mimidae, Troglodytidae y Turdidae (Passeriformes).

El orden Passeriformes presentd el mayor numero de especies hospedadoras (6) seguido de
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Columbiformes (3). Dos tercios de las 94 ingestas de sangre de aves identificadas correspondieron a

G. gallus (n = 63), y el resto fueron de especies silvestres (Tabla 4.4).

Considerando los cinco entornos analizados en conjunto, el 79% de las 242 ingestas de sangre
identificadas se obtuvieron del vertebrado sobreabundante. En los campos de ganado, las guarderias
caninas, las granjas de pollos y la granja de conejos, la mayoria de las especies de mosquitos se
alimentaron del vertebrado sobreabundante al menos una vez. En estos entornos, mas de dos tercios
del total de ingestas de sangre registradas correspondieron al vertebrado sobreabundante, con
proporciones que variaron desde 0,67 en los campos de ganado hasta 0,99 en la granja de cria de
conejos. En contraste, en los hospitales geriatricos sélo el 7% del total de ingestas de sangre
correspondieron al vertebrado sobreabundante, i.e., humanos (Tabla 4.4). En general, la proporcion
de ingestas sanguineas sobre el vertebrado sobreabundante en todos los entornos fue menor para los
miembros del complejo Cx. pipiens (0,5 para Cx. pipiens molestus y el hibrido, y 0,67 para Cix.
quinquefasciatus), y mayor (0,9-1) para Ae. aegypti, Ae. albifasciatus, Ae. crinifer, Cx. eduardoi, Is.
paranensis y Ps. ferox, aunque con un tamafio de muestra bajo para de. aegypti y Ae. albifasciatus

(Tabla 4.4).
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Capitulo IV

En los hospitales geriatricos, se identificaron 29 especimenes con ingesta sanguinea, entre ellos Cx.
quinquefasciatus (n = 20), Cx. pipiens molestus (7) y Ae. aegypti (2). Cabe destacar que solo Ae.
aegypti se aliment6 del vertebrado sobreabundante, mientras que Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens
molestus se alimentaron principalmente de aves (8 y 4 especies, respectivamente) y C. lupus (Tabla

4.4, Figura 4.2a).

En campos ganaderos, se identificaron 12 ingestas de sangre de Cx. quinquefasciatus (n = 6), Cx.
pipiens molestus (3) y Ae. albifasciatus (3). Cx. quinquefasciatus se alimentd tanto de aves,
Columbina picui (n = 1) y Zenaida auriculata (n = 1), como de mamiferos, B. taurus (n =3) y C.
lupus (n = 1), mientras que Cx. pipiens molestus se aliment6 inicamente de mamiferos B. taurus (n
=2)y C. lupus (n = 1). Por su parte, Ae. albifasciatus se alimento exclusivamente de B. taurus. Las
tres especies colectadas se alimentaron al menos una vez del vertebrado sobreabundante (Tabla 4.4,

Figura 4.2b).

Respecto a las guarderias caninas, un total de 32 ingestas de sangre fueron identificadas de Cix.
quinquefasciatus (n = 29), Cx. pipiens molestus (1) y Cx. eduardoi (2). Para Cx. quinquefasciatus, el
69% de las ingestas de sangre identificadas correspondieron a vertebrado sobreabundantes, mientras
que el 31% restante fue de aves (Z. auriculata, G. gallus, Furnarius rufus 'y Turdus rufiventris). Cx.
pipiens molestus y Cx. eduardoi se alimentaron de mamiferos (C. lupus y C. lupus + Ovis aries,

respectivamente) (Tabla 4.4, Figura 4.2c¢).

En granjas de pollos, se identificaron 67 ingestas de sangre de Cx. quinquefasciatus (n = 61), Cx.
pipiens molestus (5) y Cx. chidesteri (1). La mayoria (89%) de las ingestas de sangre de Cx.
quinquefasciatus provinieron del vertebrado sobreabundante, mientras que las restantes fueron de
mamiferos (7%, C. lupus) y aves silvestres (4%). Por su parte, Cx. pipiens molestus se alimento de
aves (cuatro ingestas sobre G. gallus y una sobre Syrigma sibilatrix), y Cx. chidesteri presentd una

unica ingesta sobre G. gallus (Tabla 4.4, Figura 4.2d).

En la granja de conejos, un total de 102 ingestas de sangre fueron identificadas de seis especies de
mosquitos mas el hibrido. Aedes crinifer (n = 46), Ps. ferox (21), Is. paranensis (20), Cx. eduardoi
(8), Cx. quinquefasciatus (n = 3) y Cx. pipiens molestus (2) se alimentaron exclusivamente sobre el
vertebrado sobreabundante, de O. cuniculus. Las dos ingestas de sangre del hibrido correspondieron
a O. cuniculus y G. gallus. Ninguna de las muestras de Ae. albifasciatus (n = 1)y Cx. chidesteri (n =

2) pudo ser identificada (Tabla 4.4, Figura 4.2¢).
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Homo sapiens

Ae. aegypti

167%
Canls lupus:
i L
Cans hpus
167%
Cx. quinquefasciatus Cx. pipiens molestus Ae. albifasciatus
Fumarks utos ~ | g v
Zenaida sunculata
C) 5
oesgs 20 1 ovsares 2 o
Cans kpus
2N Canis lupus.

Cx. quinquefasciatus Cx. pipiens molestus Cx. eduardoi
Syrigma sibiatrix 2% \ Trogiodytes aedon
Columbina picul 2% ~—, 2%

cnaen

d ) Syrigma sibdatrix
20%
61 5 1
Gallus gailus
o-l:v“wln 80% Patagicenas picazuro
Cx. quinquefasciatus Cx. pipiens molestus Cx. chidesteri
50% 50%
3 2
Oryctolagus cuniculus Oryctolagus cunicutus
Cx. quinquefasciatus ~ Cx. pipiens molestus Hibrido
46 20 21 8
Oryctalagus cunicuss Oryctolagus cuniculus Sid Oryctolagus cuniulus
Ae. crinifer Is. paranensis Ps. ferox Cx. eduardoi

Figura 4.2 Fuentes de ingesta de sangre de los mosquitos en cinco entornos con sobreabundancia de
una especie de vertebrado: hospitales geriatricos (a), campos de ganado (b), guarderias caninas (c),
granjas de pollos (d) y granjas de cria de conejos (¢). Cada porcion de la torta representa la proporcion

de ingestas de sangre sobre el vertebrado especifico; los mamiferos se muestran en diferentes tonos
de gris y los hospedadores aviares, en una paleta de colores que va de amarillo a café.
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4.2.3 Analisis de Componentes Principales (ACP)

El biplot del ACP que considera los 26 eventos de muestreo (sitio x campafia) se muestra en
la Figura 4.3. El primer componente principal (CP1) represent6 el 45,9% de la varianza en el conjunto
de datos, seguido por CP2 (19,5%) y CP3 (15,1%). En conjunto, estos tres componentes explicaron
mas del 80% de la varianza total. El ordenamiento estuvo fuertemente influenciado por las tres
colectas en la granja de cria de conejos, un sitio que alberg6 una comunidad de mosquitos diferente
a los otros sitios. De hecho, tres de estas especies (de. crinifer, Is. paranensis y Ps. ferox) solo se
colectaron en este sitio. Por lo tanto, se eliminaron estas tres filas de la matriz (granja de cria de
conejos en primavera, verano y otoflo) y se repitio el analisis para obtener una comprension mas clara

de las interacciones entre los sitios restantes.

MA_O

° Is. paranensis - mamifero

-10

f{\c; Ae. crinifer - mamifero ND O
o 0 - o ':.
N Lo
3
(@)
_10,
EF_O

Ps. ferox - mamifero

-20 -
10 CP1 (45.9%) 0

Figura 4.3 Diagrama biplot del analisis de componentes principales que muestra la relacion entre las
interacciones mosquito-hospedador (representadas por vectores) y los sitios muestreados por
estacion, considerando 26 eventos de muestreo (representados por puntos). La direccion y longitud
de los vectores indican la magnitud de la contribuciéon de cada variable a los dos primeros
componentes principales, CP1 y CP2. El porcentaje de la varianza total explicada por cada CP se
indica junto a cada eje. Los puntos grises indican el muestreo en la granja de cria de conejos (O) en
primavera (ND), verano (EF) y otofio (MA).

116



Capitulo IV

El biplot obtenido al excluir la granja de conejos se muestra en la Figura 4.4. El CP1 represento el
58,7% de la varianza en el conjunto de datos, CP2 el 24,1% y CP3 el 11,3%, sumando un total del
94% de la varianza. El ordenamiento sobre el CP1 estuvo asociado principalmente con el patron de
ingesta sanguinea de Cx. quinquefasciatus, ya sea que se alimentara de pollos (a la izquierda del eje)
versus mamiferos o aves silvestres (a la derecha del eje). Por lo tanto, las tres granjas de pollos se
agruparon en valores negativos del CP1, con el par Cx. quinquefasciatus-G. gallus mostrando la carga
mas alta, lo que sugiere una fuerte asociacion entre estas dos especies. Las muestras de la misma
granja de pollos en las diferentes estaciones estaban relativamente cerca unas de otras, lo que sugiere
la ausencia de un cambio estacional. Por el contrario, en el CP2, los sitios donde Cx. quinquefasciatus
se alimentd de mamiferos (principalmente perros) se separaron hacia valores negativos de aquellos
donde se alimento6 de aves silvestres. Esta separacion refleja un cambio estacional en la alimentacion
de Cx. quinquefasciatus, como se observo, por ejemplo, en los sitios C1 y HI, que se inclinan hacia
las aves silvestres en primavera, pero hacia los mamiferos en verano y otofio. Los restantes hospitales
geriatricos, G2 y G3, junto con los campos de ganado, se agruparon en funcion del patrén de
alimentacion de las diferentes especies de mosquitos y la composicion de hospedadores. Dentro de
cada entorno, las muestras del mismo sitio en diferentes estaciones estaban relativamente cerca unas

de otras (Figura 4.4).

Para analizar con mayor detalle el cambio estacional de aves a mamiferos de Cx. quinquefasciatus
observado en la Figura 4.4, se seleccionaron una granja de pollos (G1) y una guarderia canina (C1)
que presentaron la mayor cantidad de ingestas de sangre de Cx. quinquefasciatus identificadas (entre
8y 10 por bimestre), y se analizé la proporcion de ingestas de sangre en cada hospedador. Durante la
primavera, los ejemplares de Cx. quinquefasciatus colectados en la guarderia canina exhibieron un
patrén de alimentacion diverso, con una proporcion significativa de ingestas de sangre tomadas de
especies de aves como Z. auriculata, F. rufus, T. rufiventris y G. gallus. Sin embargo, en verano se
observo un aumento notable en la proporcion de ingestas de sangre sobre mamiferos, particularmente
C. lupus. En otono, el patron de alimentacion paso a ser predominantemente mamifero con todas las
ingestas de sangre de C. lupus (Figura 4.5). En contraste, esto no ocurri6 en la granja de pollos, donde
los datos indican una tendencia constante a alimentarse predominante de G. gallus en todas las

estaciones (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Fuentes de ingesta sanguinea de Cx. quinquefasciatus a lo largo de tres estaciones

| Cx. quinquefasciatus |

(primavera, verano y otofio) en la guarderia para perros C1 (a) y la granja de pollos G1 (b). Cada
porcion del grafico representa la proporcion de ingestas sobre una especie vertebrado especifica;
Canis lupus esta representado en gris y los hospedadores aviares en una paleta de colores de amarillo
a café.

4.3 DISCUSION

A pesar de décadas de estudios enfocados en identificar los factores que afectan a los patrones
de ingesta sanguinea de los mosquitos, el grado en que estos patrones estan influenciados por la
composicion, abundancia y disponibilidad de especies de vertebrados aun requiere una investigacion
mas profunda (Chaves et al. 2010). Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que investiga
patrones de ingesta sanguinea de las especies de mosquitos analizadas aqui mediante este enfoque,
i.e., manteniendo la presencia predominante de un vertebrado especifico de manera consistente a
través del espacio y el tiempo simultineamente en diferentes entornos predominantemente rurales. El
uso de entornos con un vertebrado sobreabundante es un enfoque novedoso que puede ser de utilidad
para evaluar la tendencia innata de las especies de mosquitos por ciertos vertebrados, en contraste con
una tendencia generalista, i.e., obtener sangre en diversas circunstancias sin importar cual sea el

vertebrado disponible. Si la preferencia de una especie de mosquito por un determinado vertebrado o
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grupo de vertebrados es fuerte, deberia evadir al vertebrado sobreabundante cuando no es la opcion
preferida. En contraste, una especie de mosquito generalista se alimentaria principalmente del
vertebrado sobreabundante, independientemente de su identidad. Los resultados obtenidos sugieren
una fuerte influencia de la abundancia del hospedador en los patrones de alimentacion de las especies
de mosquitos analizadas. Considerando todos los entornos examinados en conjunto, casi el 80% de
las ingestas sanguineas registradas fueron sobre el vertebrado sobreabundante, incluyendo todas las
ingestas de Ae. aegypti, Ae. albifasciatus, Ae. crinifer, Is. paranensis y Ps. ferox, mientras que para
los miembros del complejo Cx. pipiens la proporcion de las ingestas vario entre la mitad y dos tercios.
Esto resalta la importancia de considerar la disponibilidad de los vertebrados en los patrones de
ingesta sanguinea de los mosquitos, en concordancia con Fikrig & Harrington (2021), quienes
concluyeron que las abundancias relativas de las distintas especies de hospedadores disponibles son

determinantes clave de los patrones de alimentacion.

Los resultados revelan distintos patrones en la agrupacion de los sitios de muestreo y en las
interacciones mosquito-hospedador. En el conjunto de datos completo, el analisis estuvo fuertemente
influenciado por las colectas en la granja de conejos. Notablemente, la mitad de los especimenes
cuyas ingestas sanguineas fueron identificadas se colectaron solo en este sitio, y todas ellas se
alimentaron exclusivamente de conejo. A diferencia de los otros entornos, este sitio alberga una
comunidad de mosquitos diversa y unica debido a su ubicacion en el bajo Delta del Parana. Para estas
especies, aunque el tamafio de la muestra fue considerable, las identificaciones de la ingesta sanguinea
se derivaron de solo una o dos campaiias, lo que dificultod las comparaciones entre estaciones, y en
algunos casos, hizo imposible las comparaciones con otros entornos. El presente capitulo aporta los
primeros datos sobre la identificacion de la ingesta sanguinea de Is. paranensis, asi como el primer
registro de ingesta de sangre de conejo para Ae. crinifer, Ps. ferox y Cx. eduardoi. Estudios previos
en Sudamérica han mostrado la gran capacidad de Ae. crinifer y Ps. ferox para alimentarse tanto de
aves como de mamiferos, lo que sugiere patron de alimentacion sobre hospedadores endotérmicos
(ver Anexo 2.2, Anexo 5.1). Los resultados presentados en este capitulo sugieren que dichas especies
se alimentan del vertebrado mas abundante. En cuanto a Is. paranensis, es necesario recopilar mas

datos en diversos ambientes para describir sus patrones de alimentacion.

Excluyendo la granja de conejos, la posicion de los sitios restantes en el andlisis de ordenamiento
estuvo principalmente influenciada por el patron de alimentacion de Cx. quinquefasciatus sobre
pollos, perros o aves silvestres. Para esta especie, la preferencia por el hospedador parece superar, en
cierta medida, la disponibilidad de vertebrados en la influencia de sus patrones de alimentacion. En

una guarderia canina, cuando las aves silvestres estaban disponibles en primavera, los mosquitos se
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alimentaron mayormente de ellas en lugar de los perros. Sin embargo, cuando las aves
presumiblemente se volvieron menos disponibles durante el verano y otono, los mosquitos se
alimentaron de los perros que seguian siendo abundantes. Los perros fueron alojados en recintos
exteriores alambrados las 24 horas del dia durante todo el trabajo de campo, lo que asegurd la
consistencia en su manejo sin variaciones estacionales. Si bien las vacaciones estivales podrian haber
influido en el nimero de perros presentes, llevando a una mayor abundancia durante los muestreos
de verano, el alto niimero de picaduras de mosquitos en los perros persistio hasta el otofio. Estos
resultados sugieren un cambio estacional en las preferencias de alimentacion de Cx. quinquefasciatus,
pasando de aves a mamiferos. En contraste, en la granja de pollos Cx. quinquefasciatus se alimento
durante las tres estaciones casi exclusiva sobre pollos. El cambio estacional del patron de ingestas de
aves a mamiferos observado en la guarderia canina puede reflejar, en la naturaleza, fluctuaciones en
la abundancia y disponibilidad de aves silvestres y mamiferos, influenciadas por las condiciones
ambientales, los ciclos reproductivos y migraciones de las aves, y los comportamientos defensivos de
las especies de vertebrados que pueden afectar las tasas de contacto mosquito-hospedador (Yan et al.
2021). Takken & Verhulst (2013) compilaron estudios en los que el patrén de alimentaciéon de Cx.
quinquefasciatus variaba desde un 100% mamotfagico (incluyendo humanos) hasta un alto grado de
ornitofagia, y afirmaron que dicha variacion esta determinada por la abundancia relativa y la

disponibilidad de hospedadores vertebrados en un area especifica.

Respecto a los miembros del complejo Cx. pipiens, para Cx. pipiens molestus, en este capitulo se
reportan varios hospedadores por primera vez en Sudamérica; i.e., vaca (B. faurus), conejo (O.
cuniculus), calandria grande (Mimus saturninus), paloma picazurd (Patagioenas picazuro) y chiflon
(Syrigma sibilatrix). A su vez, para Cx. quinquefasciatus los nuevos registros de hospedadores
corresponden a conejo y especies de aves silvestres, a saber, torcacita (C. picui), gavilan mixto
(Parabuteo unicinctus), fueguero (Piranga flava) y chiflon (S. sibilatrix). Cx. quinquefasciatus se
aliment6 predominantemente del vertebrado sobreabundante en 4 de los 5 entornos, con la excepcion
de los hospitales geriatricos, donde el 30 % de las ingestas sanguineas fueron de perros, el 70 % de
aves y no se identificaron ingestas de sangre de humano. Esto tltimo se debe probablemente a que
los miembros del complejo son en su mayoria picadores nocturnos (Gowda & Vijayan 1993), por lo
que los especimenes que se alimentaron de humanos posiblemente estaban presentes en interiores de
las habitaciones y bafos de los hospitales geriatricos, donde no pudieron realizarse muestreos debido
a restricciones administrativas. Varios estudios han reportado el impacto de la disponibilidad de
hospedadores a través de comparar sitios interiores y exteriores, mostrando que en exteriores la
proporcion de ingestas sanguineas sobre humanos disminuye y la diversidad de otros vertebrados

aumenta (Fikrig et al. 2021).

121



Capitulo IV

La presente propuesta metodologica es una alternativa para superar ciertas limitaciones y sesgos en
la estimacion de la disponibilidad de vertebrados de diferentes taxones en el campo. Sin embargo, la
confinacion de especies en granjas o jaulas puede aumentar su susceptibilidad a ser localizadas por
mosquitos en busca de hospedadores, al producir sefiales olfativas mas intensas, y también limitar los
comportamientos defensivos naturales en comparacion con los hospedadores silvestres. Otros
modelos alternativos que se asemejan al concepto de “fijar la oferta de vertebrados” son aquellos
estudios realizados en zoologicos, que funcionan como un sistema cerrado donde los mosquitos y los
vertebrados interactuan dentro de un area confinada y en el que se conoce la identidad y el ntimero
de vertebrados encerrados (e.g. Greenberg et al. 2012, Tuten et al. 2012). Sin embargo, estos entornos
albergan una amplia variedad de animales, tanto exoticos como nativos, cuyas abundancias son
variables y, a menudo, extremadamente bajas (Nelder et al. 2009). Las aves silvestres han sido
descritas como la principal fuente de alimentacion de Cx. pipiens s.l. en un zooldgico en Tennessee,
EE.UU (Briggs et al. 2023). Similarmente, un estudio realizado en un zoologico de Barcelona
(Espafia) encontré que aves silvestres y exoticas dominaban la alimentacion de Cx. pipiens s.l.,
mientras que los humanos eran la Unica fuente de ingesta de sangre de Ae. albopictus (Martinez-de la
Puente et al. 2020). En contraste, Heym et al. (2019) reportaron que las especies de mosquitos
colectadas en dos zooldgicos de Alemania no mostraron preferencias por ciertas especies de
vertebrados, lo que sugiere un patron oportunista; esto incluye especies exodticas que no se habian
reconocido previamente como fuentes de ingesta de sangre y que probablemente nunca entrarian en

contacto con dichos mosquitos en su habitat natural.

El bajo nimero de ingestas de sangre identificadas de Ae. aegypti, Ae. albifasciatus, Cx. chidesteri'y
Cx. eduardoi no permitio analizar en profundidad sus patrones de alimentacion. Aunque se empled
un método de recoleccion estandarizado, al comparar los entornos es importante sefialar que la granja
de conejos era mas pequeiia en comparacion con, por ejemplo, los campos de ganado, que abarcaban
varias hectareas de espacio abierto. Ademas los conejos estaban alojados en jaulas individuales, a
diferencia de los perros y pollos que estaban en corrales comunitarios. Esta disposicion pudo haber
facilitado la recoleccién de hembras con ingesta de sangre en estrecha proximidad a los conejos,
mientras que aquellas que se alimentaron de vertebrados mas dispersos, como el ganado, eran mas
dificiles de colectar. La ausencia de Ae. crinifer, Is. paranensis y Ps. ferox fuera de la granja de
conejos no permitio analizar en mayor profundidad sus patrones de alimentacion, siendo esto una
limitacion del presente capitulo. Notablemente, hubo un Ginico caso de una ingesta sanguinea de pollo
tomada por un espécimen hibrido de Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus en la granja de

conejos, a pesar de la presencia de solo dos pollos en comparacion con 133 conejos. Esta observacion
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sugiere fuertemente una preferencia por las aves; sin embargo, el tamano limitado de la muestra

impide una mayor interpretacion de este hallazgo.

En resumen, este capitulo aporta informacion valiosa para llenar vacios de informacion existentes
sobre los patrones de ingesta sanguinea de culicidos en ambientes intervenidos por actividades
humanas, como son los entornos rurales. Estos resultados destacan el papel crucial de la
disponibilidad de vertebrados en dichos patrones, con los vertebrados sobreabundantes representando
una alta proporcion de las ingestas sanguineas. El enfoque alternativo de “fijar el vertebrado” ofrece
nuevas perspectivas sobre los efectos relativos de la disponibilidad de vertebrados en el ambiente

frente a las tendencias innatas de las especies de mosquitos.
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES Y
CONCLUSIONES

En este capitulo, se sintetizan y discuten los resultados presentados a lo largo de la tesis junto con
algunas conclusiones generales en respuesta a las hipotesis formuladas al comienzo. Ademas, se

discuten las limitaciones del estudio, se plantean recomendaciones y proyecciones para futuras
investigaciones.
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El presente trabajo de tesis inicio atravesado por la emergencia sanitaria causada por COVID-
19, lo cual significo no obtener los permisos para poder realizar determinadas actividades de campo
y un limitado acceso a los laboratorios para el procesamiento del material colectado. Estas dificultades
impulsaron y motivaron que el punto de partida sea un analisis exhaustivo del estado del conocimiento
sobre los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos en Sudamérica, resultando finalmente esto una
contribucién en si misma. Luego, la informacidon novel obtenida a través de distintos enfoques
metodologicos y disefios propuestos a lo largo de la tesis representa un aporte para los vacios de
informacion detectados en el continente. En particular, contribuye significativamente al conocimiento
de los patrones de ingesta sanguinea de culicidos en usos del suelo urbanos y rurales de la Provincia
de Buenos Aires, donde existia escasa informacion. En esta provincia, ademas de la contribucion de
la presente tesis, existen dos recientes trabajos realizados en haras, uno especificamente sobre los
miembros del complejo Cx. pipiens (Cardo et al. 2023) y el otro sobre la cominudad de mosquitos en
general (Cardo & Vezzani 2023). En conjunto, se ha incrementado la comprension de las

interacciones mosquito-hospedador en distintos entornos de la provincia.

Una breve comparacion entre la revision presentada en el Capitulo II, la informacion proporcionada
por Cardo & Vezzani (2023) para la provincia, y los aportes originales desarrollados en los Capitulos
Iy IV de esta tesis sefiala que, el patron de alimentacion observado para las especies de mosquitos
estudiadas es en general consistente, aunque se identifican algunos casos especificos con
discrepancias (Tabla 5.1, Figura 5.1). Por ejemplo, para Ae. aegypti los patrones de alimentacion son
similares, alimentandose exclusivamente de humano tanto en estudios con trampas cebadas como en
los realizados en esta tesis. Por otra parte, Cx. quinquefasciatus presentd un patrén generalista
(humano-mamifero-ave-reptil-anfibio) en estudios previos, coincidiendo parcialmente con el
presente estudio donde solo fue identificado sobre vertebrados de sangre caliente, i.e., endotérmicos
(humano-mamifero-ave). En contraste, los patrones de alimentacion observados para Is. paranensis
proporcionan informacién diferente y complementaria. En este estudio se identificd alimentandose
sobre conejo, mientras que trabajos previos lo habian colectado Ginicamente atraidos por humanos.
También, la informacion obtenida en esta tesis complementa la informacidn previa sobre los patrones
de alimentacion para otras especies, y/o representa los primeros datos registrados hasta la fecha
mediante herramientas moleculares; e.g. Cx. pipiens molestus. Puntualmente, se presentan los
primeros registros en Sudamérica sobre la identificacion de ingesta sanguinea de Ae. aegypti, Cx.
bidens e Is. paranensis mediante herramientas moleculares. A su vez, se reportan nuevos registros de
hospedadores para Ae. albifasciatus, Ae. crinifer, Cx. apicinus, Cx. chidesteri, Cx. dolosus, Cx.

eduardoi, Cx. lahillei, Cx. pipiens molestus, Cx. quinquefasciatus, y Ps. ferox (Tabla 5.1, Figura 5.1).
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Tabla 5.1 Comparacion de los patrones de ingesta sanguinea registrados en la revision bibliografica para Sudamérica, junto
con recientes hallazgos reportados para la Provincia de Buenos Aires por Cardo & Vezzani (2023) y los resultados originales
obtenidos de las especies de mosquitos analizadas en esta tesis. Las letras H, B, M, R y A corresponden a humano, ave,
mamiferos, reptiles y anfibios, respectivamente. Numero de ingestas sanguineas identificadas entre {llaves}.

Patrones de alimentacion registrados en Sudamérica (Capitulo II) Capitulos 1T y IV

. Patrones de

Aportes de esta tesis . g
Especie Cualitativo 2 P alimentacion
Cualitativo 1 (Trampas (IDlziellt:tilzoesta Cardo & Vezzani Hospedador ID rePO:'tatdo.s

(todos) cebadas) e (2023) en esta tesis

sanguinea)
Ae. aegypti H H Humano {13} H

Humano {10}
Ae. albifasciatus HBMRA HBMRA BM M Bos taurus {7} HM
Canis lupus {1}

Ae. crinifer HBM M HBM M Oryctolagus cuniculus {46} M

Turdus rufiventris {1}
Passer domesticus {1}
Cx. apicinus BM BM BM Troglodytes aedon {1} B
Zenaida auriculata {2}
Mpyiopsita monachus {1}

Cx. bidens Parabuteo unicinctus {1} B

Patagioenas picazuro {2}

Cx. chidesteri HBMRA HBMRA HB BM Turdus rufiventris {1}

Cx. dolosus BMRA BMRA BM Zenaida auriculata {1} B

Canis lupus {1}
Cx. eduardoi HBM HBM BM Oryctolagus cuniculus {8} M
Ovis aries {1}

Cx. lahillei HBM HBM M Aramides cajanea {1} B

Humano {9}

Bos taurus {2}

Canis lupus {4}
Oryctolagus cuniculus {2}
Mpyocastor coypus {1}
Gallus gallus {4}

Cx. pipiens molestus BM Agelaioides badius {1} HBM
Mimus saturninus {1}
Patagioenas picazuro {2}
Sturnus vulgaris {1}
Syrigma sibilatrix {1}
Turdus rufiventris {1}
Zenaida auriculata {4}
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Continuacion Tabla 5.1

Capitulo V

Especie

Patrones de alimentacién registrados en Sudamérica (Capitulo II)

Cualitativo 1
(todos)

Cualitativo 2 Cualitativo 3
(Trampas (ID de la ingesta
cebadas) sanguinea)

Cardo & Vezzani
(2023)

Capitulos IIl y IV
Aportes de esta tesis

Hospedador ID

Patrones de
alimentacion
reportados
en esta tesis

Cx. quinquefasciatus

*Hibrido

**Cx. pipiens s.1.

Is. Paranensis

Ps. ferox

HBMRA

BM

HBM

HBMRA HBMR BM

BM

BM

HBM HBM

Humano {1}

Bos taurus {3}

Canis lupus {33}

Felis catus {1}
Oryctolagus cuniculus {3}
Gallus gallus {58}
Columba livia {2}
Columbina picui {2}
Furnarius rufus {5}
Icterus cayanensis {1}
Mimus saturninus {5}
Nycticorax nycticorax {1}
Parabuteo unicinctus {1}
Patagioenas picazuro {4}
Piranga flava {1}
Syrigma sibilatrix {1}
Troglodytes aedon {3}
Turdus amaurochalinus {1}
Turdus rufiventris {11}
Zenaida auriculata {18}

Humano {1}

Oryctolagus cuniculus {1}
Gallus gallus {2}
Patagioenas picazuro {1}
Zenaida auriculata {3}

Humano {1}

Furnarius rufus {1}
Leptotila verreauxi {1}
Patagioenas picazuro {1}
Troglodytes aedon {1}
Zenaida auriculata {1}
Colaptes melanochloros {1}
Mimus saturninus {1}
Mpyiopsita monachus {1}

Oryctolagus cuniculus {20}

Oryctolagus cuniculus {21}

HBM

HBM

HB

*Forma hibrida entre Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus.

**indica los miembros del complejo Cx. pipiens.
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D Is. paranensis Ps. ferox

Hospedador

Humano

Mamifero doméstico
21
Mamifero silvestre

Porcentaje
B

Otros mamiferos No id.
Ave No id.
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Figura 5.1 Comparacion de los patrones de alimentacion de mosquitos observados en la revision
presentada en el Capitulo II (Sudamérica), la informacion proporcionada por Cardo & Vezzani (2023)
para la Provincia de Buenos Aires, y los aportes originales desarrollados en los Capitulos Il y IV de
esta tesis, considerando las especies de mosquitos estudiadas. Los hospedadores se agruparon en ocho
categorias: a) humano; b) mamiferos domésticos (vaca, perro, gato, caballo, cabra, cerdo, conejo,
roedor, oveja); ¢) mamifero silvestre (e.g. zarigueya, mono, liebre, coipo, paca); d) aves domésticas
(pollo); e) aves silvestres; f) anfibio-reptil (sapo, tortuga); f) otros mamiferos no identificados (No
id.); g) ave No id.

En esta tesis se observo que ambos miembros del complejo Cx. pipiens presentes en la region, Cx.
quinquefasciatus y Cx. pipiens molestus, se alimentaron de diversos vertebrados, incluyendo humano,
otros mamiferos, aves silvestres y aves domésticas (Capitulos III y IV, Tabla 5.1, Figura 5.1).
Recientemente, Cx. pipiens pipiens ha sido registrado por primera vez en Sudamérica en la Patagonia
argentina (Cardo et al. 2024) y en la region norte, central y sur de Chile (Alvial et al. 2024). Aunque
esta bioforma podria desempefar un papel clave en la compleja red de ciclos de transmision de
encefalitis arbovirales, no se dispone de informacion sobre sus patrones de alimentaciéon en el
continente. Estudios previos en otras regiones han indicado que Cx. pipiens pipiens se considera
ornitofagica, mientras que Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus se consideran mamofagicas
(Molaei et al. 2007, Huang et al. 2009, Jansen et al. 2009, Gomes et al. 2013, Fritz et al. 2015, Tiron
etal. 2021). Esta afirmacion ampliamente aceptada deberia reevaluarse a la luz de hallazgos recientes,

como los presentados en esta tesis y los reportados por Wehmeyer et al. (2024).

Respecto a de. albifasciatus, se observo consistentemente su alimentacion sobre mamiferos tanto en

ambientes urbanos como rurales; i.e. se alimentd6 de humanos, vacas y perros en distintos usos de
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suelo urbano de localidades de distinto tamafio poblacional (Capitulo III) y exclusivamente de vacas
en establecimientos rurales con sobreabundancia de las mismas (Capitulo IV). Otros autores han
colectado especimenes de Ae. albifasciatus en trampas cebadas con caballos (Mitchell et al. 1985),
pollos, conejos, sapos y tortugas (Almirén & Brewer, 1995) y humanos (Prosen et al. 1960, Hack et
al. 1978). También se han identificado ingestas de sangre sobre humano (Cardo & Vezzani 2023).
Asimismo, diversos estudios han demostrado la gran capacidad de 4e. albifasciatus para alimentarse
de diferentes hospedadores, incluyendo reptiles y anfibios (Tabla 5.1, Figura 5.1). Por lo tanto, se
puede concluir que esta especie utiliza una amplia gama de hospedadores y que sus patrones de
alimentacion pueden fluctuar segun la disponibilidad de éstos en el ambiente, lo que sugiere un patron

generalista.

En los estudios a campo realizados en usos del suelo urbano y rurales (Capitulos III y IV, Tabla 5.1,
Figura 5.1), Ae. aegypti fue registrado alimentandose exclusivamente de humanos, a pesar de que se
le ha incriminado en la transmision de D. immitis, un gusano que parasita principalmente perros en el
area de estudio (Vezzani & Eiras 2016). Previas investigaciones en otros continentes han demostrado
que esta especie se alimenta raramente de otros animales, como aves (gallinas) y otros mamiferos
(gatos, perros y conejos), en proporciones significativamente menores en comparacion con los
humanos, especialmente cuando estos se encuentran en baja abundancia (Jansen et al. 2009, Sivan et
al. 2015). Estos resultados sugieren la preferencia de Ae. aegypti por humanos y destacan la falta de
informacion a escala continental sobre los patrones de ingesta sanguinea de determinadas especies de

mosquitos que son reconocidos vectores de patdogenos.

En relacion a Is. paranensis y Ps. ferox, se observd que ambas especies se alimentaron de conejo en
un establecimiento rural caracterizado por la sobreabundancia de este vertebrado (Capitulo 1V).
Unicamente dos estudios previos en Sudamérica han registrado especimenes de Is. paranensis
atraidos hacia humanos (Kumm & Novis 1938, Loetti et al. 2007, Anexo 5.1). Para Ps. ferox, estudios
con trampas cebadas han registrado especimenes atraidos hacia humano, conejo, caballo, mamiferos
silvestres y aves, asi como ingestas de sangre sobre humano, vaca, perro, caballo, roedor, otros
mamiferos y aves, lo que sugiere un patrén de alimentacion sobre endotérmicos (ver Anexo 2.2, Tabla
5.1, Figura 5.1). La informacion recopilada y los resultados obtenidos sugieren que, aunque las
preferencias inherentes pueden observarse a nivel local, muchas especies estan adaptadas para obtener
sangre en diversas circunstancias, donde parece seleccionarse la especie de vertebrado mas

abundante.

En relacion con la téenica de captura de ejemplares utilizada, la colecta activa mediante aspiradores

a bateria demostrd ser particularmente eficaz y adecuada para los trabajos de campo realizados en
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esta investigacion. Esta metodologia facilit6 la captura de un gran ntimero de ejemplares de distintas
especies presentes en diferentes usos del suelo. Un aspecto destacable fue la mayor proporcion de
hembras alimentadas colectadas en comparacion con lo que se suele registrar utilizando otros métodos
de colecta, e.g., trampas de luz. Ademas, los aspiradores, debido a su diseflo compacto y ligero,
ofrecieron varias ventajas logisticas y de manejo durante los eventos de muestreo, lo que optimizo el
trabajo de campo. Respecto a la identificacion de las ingestas, las técnicas moleculares utilizadas en

este estudio permitieron la identificacion precisa de los hospedadores a nivel de especie.

En nuestro pais, la informacion disponible relacionada con los patrones de ingesta sanguinea de
mosquitos es limitada. La mayoria de los estudios fueron realizados en las provincias de Chaco, Santa
Fe, Cordoba, Rio Negro y Chubut, previo al desarrollo de las técnicas moleculares y se han enfocado
en distinguir entre opciones fijas de hospedador mediante la utilizacion de trampas con cebos
animales (e.g. Mitchell et al. 1987, Almirén & Brewer 1995, Stein et al. 2013). En la Provincia de
Buenos Aires, donde habitan un tercio de la poblacion nacional y se ha demostrado la circulacion de
diversos patdgenos transmitidos por mosquitos, no se habian realizado estudios sobre los patrones de
alimentacion de los mismos hasta hace pocos afios (Cardo et al. 2023, Cardo & Vezzani 2023). Por
lo tanto, los resultados de esta tesis proporcionan informacion particularmente novedosa en la

provincia pero también valiosa a nivel regional.

A continuacion, se retoman las hipotesis planteadas al inicio de la tesis para concluir brevemente

acerca de cada una.

Hipétesis 1a. Los patrones de ingesta sanguinea varian entre especies de mosquitos. ‘/

La informacion recopilada a partir de 152 investigaciones realizadas en Sudamérica, que
abarcan diversos enfoques de estudio, indica que los patrones de ingesta sanguinea varian
considerablemente entre especies de mosquitos en términos de composicion y proporcion de sus
hospedadores. Esto sugiere que los patrones de ingesta sanguinea estan fuertemente influenciados por
las preferencias innatas de las especies de mosquitos independientemente del ambiente en el que se
encuentren. La informacion registrada sugiere que, en un ambiente homogéneo o ante una oferta

determinada de hospedadores, algunas especies de mosquitos se alimentan de un taxén especifico.

131



Capitulo V

e.g., mamiferos. En contraste, otras especies exhiben un patrén mas generalista, alimentandose de

multiples taxa.

Hipdtesis 1b. El patron de ingesta sanguinea observado para una misma especie de

mosquito varia segiin la metodologia de estudio utilizada. ‘/

La comparacion de los resultados entre los estudios que utilizan trampas con cebo y los que
identifican la ingesta sanguinea de mosquitos recolectados en campo muestran que la descripcion de
los patrones de alimentacion sanguinea de culicidos varia segin el enfoque metodoldgico utilizado.
En general, las trampas con cebo adicionaron principalmente humanos como hospedadores mientras
que la identificacion de la ingesta sanguinea agregd aves, reptiles, anfibios y otras categorias de
hospedadores no humanos. De las 73 especies de mosquitos evaluadas mediante ambos métodos, solo
17 mostraron resultados similares. Para las especies restantes, las listas de hospedadores se
complementaron a través de la combinacion de ambos enfoques. Aunque cada método aporto
informacion diferente y complementaria, el segundo enfoque se considera presumiblemente de mayor
relevancia epidemiologica. Sin embargo, cuando se persigue un estudio exhaustivo sobre los patrones
de ingesta sanguinea y la preferencia de alimentacion, estas metodologias son claramente

complementarias e idealmente ambas deberian ser utilizadas.

Hipdtesis 1c. Se desconocen los patrones de ingesta sanguinea de la mayoria de las
especies de mosquitos en Argentina, asi como en el resto del continente. ‘/

En Argentina, asi como en el resto del continente, mas del 70% de las especies de culicidos
carecen de informacion sobre sus patrones de ingesta sanguinea. En nuestro pais, de las 247 especies
de mosquitos registradas actualmente, se obtuvo informacion para el 26,5% (64 especies) a partir de
8 estudios recopilados hasta el 2020. De estos estudios (ver Anexo 2.2), dos utilizaron cebo humano
como método de colecta para atraer mosquitos antropofilicos, tres evaluaron la seleccion de
hospedador mediante trampas cebadas, uno utilizd técnicas serologicas y otro, herramientas
moleculares para identificar la ingesta sanguinea de mosquitos colectados en campo. Ademas, una
investigacion utilizd dos enfoques simultdneos, trampas cebadas e identificacion de la ingesta
sanguinea por serologia. Mas recientemente, se publicaron dos investigaciones sobre la tematica en
instalaciones ecuestres urbanas y rurales de la Provincia de Buenos Aires (Cardo et al. 2023, Cardo

& Vezzani 2023), las cuales sumadas a los resultados obtenidos en esta tesis aportan los primeros
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datos para nueve especies mas la forma hibrida entre Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus, y

nuevos registros para cinco especies utilizando técnicas moleculares.

A escala continental, de las 832 especies de mosquitos registradas en Sudamérica, solo se dispone de
informacion sobre los patrones de alimentacion sanguinea para aproximadamente el 30%. De estas
especies, la mayoria ha sido investigada en un rango limitado de su distribucion geografica. Es
relevante destacar que especies de gran importancia epidemiologica como Ae. aegypti han sido
escasamente estudiadas, que muchas especies sospechosas de ser vectores de enfermedades poco
conocidas apenas han sido incluidas en una investigacion y que de la mayoria de las especies no hay
informacion. En general, la informacion sobre los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos es
escasa o incluso nula en varios paises del continente. Este vacio de conocimiento limita
considerablemente nuestra comprension de los patrones para la mayoria de especies, tanto a nivel

local como regional.

Durante la ultima década, Argentina, al igual que otras regiones, se ha visto afectada por la
emergencia y/o re-emergencia de enfermedades transmitidas por culicidos, lo que resalta la necesidad
de realizar estudios adicionales para entender mejor la interaccion mosquito-hospedador. Los
resultados obtenidos en el Capitulo II nos permitieron establecer una linea de base del estado de
conocimiento de los patrones de ingesta sanguinea de mosquitos en Sudamérica. Esperamos que esta

informacion sirva como guia para futuras investigaciones.

Hipdtesis 2a. Las interacciones mosquito-hospedador varian entre usos del suelo de la

misma localidad. ‘/

Hipotesis 2b. Las interacciones mosquito-hospedador varian entre distintas localidades

para un mismo uso del suelo urbano. ‘/

Los resultados obtenidos en los ambientes urbanos respaldan estas hipotesis, evidenciando
diferencias significativas en las interacciones mosquito-hospedador entre areas verdes y domésticas
dentro de una misma localidad y entre distintas localidades para un mismo uso del suelo urbano.
Tanto en el AMBA como en Tandil, estas interacciones parecen estar determinadas en gran medida

por la composicion de la comunidad de mosquitos, que a su vez esta influenciada por la diversidad
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de habitats acuaticos disponibles; e.g, tipo y estabilidad de los cuerpos de agua y estrategias de
oviposicion de los mosquitos (Cardo et al. 2011, 2012). Respecto a esto ultimo, las especies
estudiadas presentan distintas estrategias de oviposicion. Por ejemplo, Ae. albifasciatus y Ae. aegypti
depositan sus huevos en sustratos que estan sujetos a inundaciones intermitentes, pero la primera lo
hace en barro y la segunda en recipientes artificiales, lo que podria explicar sus abundancias en

parques y ambientes domiciliarios, respectivamene.

Hipotesis asociada: En presencia de un vertebrado sobreabundante, las especies de

mosquitos se alimentan principalmente de este. ‘/

Los resultados generales obtenidos respaldan esta hipotesis, sugiriendo que la abundancia del
hospedador tiene una fuerte influencia en los patrones de alimentacion de las especies de mosquitos
analizadas. Asimismo, resaltan la necesidad de determinar las redes de interaccidon mosquito-
hospedador en distintos escenarios locales para obtener una vision integral de su dinamica. La
propuesta de disefio de mantener “fija” la abundancia de un vertebrado especifico de manera
mayoritaria y constante en el espacio y tiempo, proporcion6 informacion relevante sobre el rol de la
disponibilidad de hospedadores en la determinacion de estos patrones, factor que a menudo no se
considera en las investigaciones. Hasta donde sabemos, no existen estudios en el mundo que hayan
utilizado este enfoque simultaineamente en entornos con distintos vertebrados sobreabundantes. Esta
metodologia no solo permitié superar ciertas dificultades y sesgos asociados a la estimacion de la
composicion de la comunidad de diferentes vertebrados en el campo, sino que también facilitd la
comprension de los patrones de alimentacion de culicidos en diferentes usos del suelo y sus

implicancias en la transmision de patogenos.

Aportes a la epidemiologia de las enfermedades vectoriales

Varias especies de mosquitos registradas en esta investigacion estan involucradas en la
transmision de patdogenos a humanos y otros vertebrados, o se han encontrado infectadas naturalmente

con diferentes arbovirus o nematodos en la region de estudio (Contigiani et al. 2016, Vezzani & Eiras
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2016). En particular, los miembros del complejo Cx. pipiens son ampliamente reconocidos como
vectores de encefalitis arbovirales a nivel global (Vinogradova 2000). El presente estudio coincide
con evidencia previa de que Cx. pipiens molestus y Cx. quinquefasciatus se alimentan de diversos
vertebrados. Aunque ambas especies han sido tradicionalmente descritas en la literatura como
mamofagicas (Vinogradova 2000), estudios mas recientes han reportado que también se alimentan de
aves (e.g. Gomes et al. 2013, Cardo et al. 2023), destacando su potencial rol en los ciclos de
transmision de encefalitis arbovirales de nuestra region. Ademas, dada la identificacion de ingestas
de humanos y caballos, también podrian actuar como vectores puente de encefalitis arbovirales hacia
mamiferos. Yee et al. (2022) identificaron a Cx. quinquefasciatus como la especie con el mayor
numero de conexiones en un estudio que utilizoé redes bipartitas para describir las relaciones entre
mosquitos vectores y patdogenos a escala global. La naturaleza sinantropica de esta especie enfatiza

aun mas su rol como vector de patégenos urbanos (Taipe-Lagos & Natal 2003).

De las 21 especies de aves identificadas como hospedadores en esta tesis, nueve se han encontrado
naturalmente infectadas con los virus de la ESL y del VNO y cuatro solo con ESL (Diaz et al. 2011,
2018). Entre estas, la paloma torcaza (Z. auriculata) es una de las especies mas relevantes en la
propagacion y amplificacion de estos virus en el centro de Argentina (Diaz et al. 2018). También es
la paloma mas ampliamente distribuida y abundante en Sudamérica, habitando principalmente en
ambientes abiertos y alterados, incluidos pueblos y ciudades (Leveau & Zuria 2017). Los resultados
presentados sugieren un riesgo potencial de transmision del virus de la ESL y respaldan la hipotesis
de que los requisitos y condiciones para la amplificacion y el mantenimiento enzodtico de este virus
pueden existir en ambientes urbanos y rurales de la region templada de Argentina. Esto coincide con
los casos humanos registrados previamente en las provincias de Buenos Aires, Chaco, Cérdoba, Entre
Rios, Formosa, Mendoza, San Juan, San Luis, Santa Fé, Santiago del Estero, Tucuman (Mettler et al.
1983, Glowacki et al. 1998, Spinsanti et al. 2000, Spinsanti et al. 2002, Spinsanti et al. 2008, Seijo et
al. 2011, Ministerio de Salud 2013, 2016, 2017, 2019, 2020, 2022, Contigiani et al. 2016, Tasca et al.
2016, Diaz et al. 2018). Si bien no se han registrado casos clinicos de ESL en caballos, se han
detectado anticuerpos en las provincias de Buenos Aires, Chaco, Cordoba, Corrientes, Santa Fé y
Santiago del Estero (Mettler et al. 1985, Monath et al. 1985, Oria et al. 2018, Albrieu-Llinas et al.
2021).

Desde una perspectiva epidemiologica, la superposicion temporal y espacial entre los mosquitos
vectores y hospedadores competentes puede promover la emergencia de enfermedades zoondticas.
Por ejemplo, durante los brotes de VNO en América del Norte, los casos en humanos aparecieron

poco después de que los mosquitos pasaran de alimentarse de sus hospedadores aviares preferidos
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(Turdus migratorius) a alimentarse de mamiferos, incluidos los humanos, tras la migracion de las
aves (Kilpatrick et al. 2006a,b). En este sentido, se requieren mas estudios para investigar la relacion
entre las especies de aves locales abundantes y los mosquitos, con el fin de comprender su rol en el
ciclo enzootico del virus de la ESL. La identificacion de la ingesta de sangre de G. gallus también es
relevante, ya que los pollitos han demostrado ser altamente competente para el virus de la ESL,

desarollando viremias elevadas hasta el quinto dia (Diaz et al. 2013).

En relacion con Ae. albifasciatus, su alimentacion sobre animales domésticos y humanos reviste gran
importancia sanitaria, ya que puede contribuir a la transmision de patdogenos que causan graves
enfermedades, como la dirofilariasis y el virus de la ESL. Ademas, esta especie ha sido identificada
como el principal vector en la reciente epidemia del virus de la EEO en Argentina, que ha provocado
mas de 1.500 brotes equinos y 107 casos humanos en todo el pais (BEN 2024). Para Ae. aegypti, si
bien el nimero de ejemplares con ingesta de sangre identificada fue muy bajo, nuestros resultados
son consistentes en que esta especie presenta un alto nivel de contacto con humanos, incrementando
el riesgo potencial de transmision de patdégenos por mosquitos infectados en ambientes urbanos

(Harrington et al. 2001).

Aunque en el presente estudio no se identificaron ingestas de sangre de humano para algunas especies
mencionadas dentro del género Culex, no debe descartarse su rol potencial como vectores regionales
de relevancia zoondtica, ya que, por ejemplo Cx. apicinus ha sido encontrado naturalmente infectado
con ESL (Diaz et al. 2012). Por su parte, Cx. dolosus ha estado involucrado en la transmision de D.
immitis (Yee et al. 2022), una enfermedad de relevancia veterinaria a nivel mundial y en particular
para laregion de estudio (Vezzani & Eiras 2016). En cuanto a Cx. bidens, Cx. chidesteri, Cx. eduardoi
y Cx. lahillei, se desconoce su rol potencial en la transmision de enfermedades. Sin embargo, nuevas
enfermedades vectoriales emergen constantemente y contar con informacion de base sobre los
patrones de ingesta sanguinea de las especies de mosquitos presentes en la region puede resultar de
futura utilidad. La investigacion continua en este campo es necesaria para gestionar eficazmente los

riesgos que plantean las enfermedades transmitidas por mosquitos.

Limitaciones

Entre las limitaciones del presente trabajo, es importante mencionar en primer lugar que
debido a restricciones presupuestarias solo fue posible secuenciar un numero limitado de ingestas
sanguineas. Esta limitacion economica resulté en la necesidad de priorizar el nimero de especimenes

por especie analizada. En el caso de las especies para las cuales se colectd un gran niimero de
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individuos, se decidi6 priorizar el tamafno de muestra para aquellas que carecian de informacion sobre
sus patrones de alimentacion. Esta estrategia permitid obtener nuevos datos sobre especies menos
estudiadas, e.g., Is. paranensis, pero también significo limitar el analisis exhaustivo de otras especies
con un numero elevado de ejemplares colectados (e.g. Cx. quinquefasciatus). Ademas, la presencia
de distintas especies de mosquitos en diferentes usos del suelo, tanto urbanos como rurales, el bajo
numero de ejemplares colectados para ciertas especies en algunos entornos y campafias, y las
restricciones en la colecta de mosquitos debido a razones regulatorias en determinados entornos,
impidieron profundizar el analisis de los patrones de ingesta sanguinea de algunas especies de
mosquitos considerando diferentes entornos y/o su estacionalidad. Finalmente, el bajo nimero de
muestras identificadas para algunas especies debido a la falta de amplificacion de las ingestas de
sangre, podria deberse al indice Sella que puede incidir en el éxito de la amplificacion (Cardo et al.
2023) o en algunos casos a prolongados tiempos de almacenamiento que podrian afectar el

rendimiento de la PCR (Reeves et al. 2016).

A pesar de estas limitaciones, las preguntas formuladas al inicio de esta investigacion abren un amplio
espectro de posibilidades para futuros estudios, destacando la complejidad y los nichos aun por cubrir
sobre la interaccion mosquito-hospedador a nivel local y regional. Entre los aspectos fundamentales
de los patrones de ingesta de mosquitos en la provincia de Buenos Aires que restan por explorar,
podemos mencionar el estudio de ambientes silvestres, el analisis de las variaciones estacionales, la
realizacion de estudios a escala regional que involucren un mayor nimero de especimenes y mas
réplicas de los sitios de muestros. Futuras investigaciones en este campo son necesarias para seguir
avanzando en la comprension de las complejas interacciones mosquito-hospedador, un campo de

estudio que aun presenta escasa informacion en nuestro continente.jQueda atin camino por recorrer!
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